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4. 1 Podstawg do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego (osiggnieciem naukowym)

jest cykl powigzanych tematycznie publikacji zatytutowany:

Receptory aktywowane proliferatorami peroksysoméw i ich ligandy jako modulatory
metabolizmu i réznicowania komérek nowotworowych

Cykl sktada sie z 9 prac o tgcznym wspodtczynniku IF 23,635, liczbie punktow MNiSW 184 i liczbie

cytowan 102.
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4.2 Lista publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego

W tabeli 1 zestawione sg publikacje wraz ze wskaznikami bibliometrycznymi i informacjami na

temat mojego wkfadu w powstanie publikacji.

Tabela 1

L.p. Publikacja IF (z roku
publikacji)

1 Grabacka M, Placha W, Urbanska K, Laidler P, Ptonka PM, 4,634
Reiss K (2008) PPARY regulates MITF and [-catenin
expression and promotes a differentiated phenotype in

mouse melanoma S91. Pigment Cell and Melanoma Research
21:388-396, doi: 10.1111/j.1755-148X.2008.00460.x

Szacowany udziat w powstanie pracy 70%

Mo udziat polegat na sformutowaniu koncepcji i planu
badawczego, wykonaniu doswiadczen na komérkach,
oznaczen aktywnosci promotoréw wybranych genow
zwigzanych z melanogenezg, oznaczen ekspresji genéw

i poziomu biatek, aktywnosci enzymatycznej w przypadku
tyrozynazy, wykonaniu rysunkéw i napisaniu wstepnej wers;ji
manuskryptu.

Punkty
MNiSW

25

Liczba
cytowan
(Web of
Science,

stan z
7.03.2018)

28

2 Grabacka M, Reiss K (2008) Anti-cancer properties of PPARx 2008 brak
— effects on cellular metabolism and inflammation. PPAR (2010:
Research, article ID 930705, doi: 10.1155/2008/930705 2,727)

Szacowany udziat w powstanie pracy 80%

Méj udziat polegat na sformutowaniu koncepcji pracy,
napisaniu wstepnej wersji manuskryptu i sporzadzeniu
ilustracji.

2008
brak
(2011:
30)

19

3 Grabacka M, Pierzchalska M, Reiss K (2013) Peroxisome 2,511
Proliferator Activated Receptor alpha Ligands as Anticancer

Drugs Targeting Mitochondrial Metabolism. Curr Pharm
Biotechnol 14: 342-356.

Szacowany udziat w powstanie pracy 75%

Moj udziat polegat na sformutowaniu koncepcji pracy,
napisaniu wstepnej wersji manuskryptu i sporzadzeniu
ilustracji.

30

18
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Tabela 1

L.p.

Publikacja

Grabacka M, Gawin M, Pierzchalska M (2014) Phytochemical
modulators of mitochondria: the search for chemopreventive
agents and supportive therapeutics. Pharmaceuticals (Basel).
7:913-42, doi: 10.3390/ph7090913

Moj udziat szacuje na 75% i polegat on na sformutowaniu
koncepcji pracy, napisaniu manuskryptu i sporzadzeniu
ilustracji.

IF (z roku
publikacji)

brak

Punkty
MNiSW

brak

Liczba
cytowan
(Web of
Science,

stan z
7.03.2018)

13

Wilk A, Wyczechowska D, Zapata A, Dean M, Mullinax J,
Marrero L, Parsons C, Peruzzi F), Culicchia F, Ochoa A,
Grabacka M, Reiss K (2015) Molecular mechanisms of
fenofibrate-induced metabolic catastrophe and glioblastoma
cell death. Mol Cell Biol. 35:182-98, doi: 10.1128/MCB.
00562-14

Szacowany udziat w powstanie pracy 25%

Moj udziat polegat na zdobyciu funduszy, ktére pokryly czesé
kosztéw badan, sformutowaniu hipotezy dotyczace]j
Jkatastrofy metabolicznej” oraz strategii badawczej, ktéra
miata zweryfikowa¢ te hipoteze. Ponadto zaplanowatam
doswiadczenia na liniach komérkowych i wykonatam serie
eksperymentow z uzyciem réznych syntetycznych agonistow

i antagonistéw PPAR®, doswiadczenia zasugerowane przez
recenzentéw, przeprowadzitam analize i interpretacje wynikéw
co pozwolito mi napisa¢ duze fragmenty dyskusji i mie¢ duzy
wptyw na koricowy ksztatt manuskryptu.

4,427

35

13

Grabacka M, Waligorski P, Zapata A, Blake DA,
Wyczechowska D, Wilk A, Rutkowska M, Vashistha H, Ayyala
R, Ponnusamy T, John VT, Culicchia F, Wisniewska-Becker A,
Reiss K (2015) Fenofibrate subcellular distribution as a
rationale for the intracranial delivery through biodegradable
carrier. J Physiol Pharmacol. 66:233-47

Szacowany udziat w powstanie pracy 30%

Moj udziat polegat na zdobyciu funduszy, ktére pokryty czesé
kosztéw badan, sformutowaniu koncepcji pracy, opracowaniu
danych pochodzacych z doswiadczen na komorkach,
wykonaniu testéw wzrostu klonalnego, wykonaniu analiz
zasugerowanych w trakcie recenzji, napisaniu wstepnej wers;ji
pracy i sporzadzeniu rysunkoéw.

2,804

25
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Tabela 1

L.p.

Publikacja

Grabacka M, Wilk A, Antonczyk A, Banks P, Walczyk-Tytko E,
Dean M, Pierzchalska M, Reiss K (2016) Fenofibrate Induces
Ketone Body Production in Melanoma and Glioblastoma
Cells. Front Endocrinol (Lausanne).7:5. doi: 10.3389/fendo.
2016.00005

Szacowany udziat w powstanie pracy 70%

Moj udziat polegat na zdobyciu funduszy na badania,
sformutowaniu koncepcji pracy i planu doswiadczen,
wyprowadzeniu i przeprowadzeniu charakterystyki stabilnych
linii komérkowych opracowaniu, wykonaniu oznaczen
produkcji ciat ketonowych i poziomu biatek, analizy cyklu
komorkowego i testéw klonogennosci i oznaczen stosunku
zredukowanego i utlenionego NADP, interpretacji wynikow,
napisaniu manuskryptu i przygotowaniu rysunkéw.

IF (z roku
publikacji)

3,675

Punkty
MNiSW

9

Liczba
cytowan
(Web of
Science,

stan z
7.03.2018)

4

Grabacka M, Pierzchalska M, Dean M, Reiss K (2016)
Regulation of Ketone Body Metabolism and the Role of
PPARa. Int J Mol Sci 17(12), 2093; doi:10.3390/ijms17122093

Szacowany udziat w powstanie pracy 75%

Moj udziat polegat na sformutowaniu koncepcji pracy,
napisaniu wstepnej wersji manuskryptu i sporzadzeniu
ilustracji.

3,226

30

Grabacka M, Wieczorek J, Michalczyk-Wetula D, Malinowski
M, Wolan N, Wojcik K, Plonka PM (2017) Peroxisome
Proliferator-activated Receptor o (PPARX) contributes to

control of melanogenesis in B16 F10 melanoma cells. Arch
Derm Res 309:141-157. doi: 10.1007/s00403-016-1711-2

Szacowany udziat w powstanie pracy 60%

Moj udziat polegat na zdobyciu funduszy, ktére pokryty
wiekszg cze$¢ kosztéw badan, sformutowaniu koncepgji i
planu badawczego, wykonaniu doswiadczerh na komérkach,
oznaczen aktywnosci promotoréw wybranych genoéw
zwigzanych z melanogeneza, oznaczern poziomu biatek, ich
modyfikacji posttranslacyjnych i aktywnosci enzymatycznej w
przypadku tyrozynazy, interpretacji i dyskusji wynikéw,
napisaniu wstepnej wersji manuskryptu i wykonaniu rysunkéw.

2,327

30
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4.3 Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw oraz ich ewentualnego
wykorzystania

4.3.1 Wprowadzenie

Transformacja nowotworowa jest ztozonym i wieloetapowym procesem uniezalezniania sie¢ komorki
od sygnatéw kontrolnych ptynacych z organizmu wielokomérkowego. Proces ten prowadzi do
szeregu zmian fizjologicznych, w tym z jednej strony do zaniku cech wyspecjalizowanych
(anaplazji) i przejscia do proliferacji, lub z drugiej strony do utraty asymetrii podziatéw w
przypadku transformacji komoérek macierzystych. W ten sposéb komérki uzyskuja nieograniczony
potencjatu do ekspansji. Cofnigcie zréznicowanego fenotypu powoduje ostabienie oddziatywan
taczacych komérke neoplastyczng z komodrkami tkanki, co w konsekwencji umozliwia migracje
i inwazje.

Zmiana zachowania sie komdérek podczas transformacji wigze sie najczesciej z koniecznoscia
pokrycia zwiekszonego zapotrzebowania na energie, ktéra jest niezbedna zaréwno do proceséow
biosyntezy nukleotydéw, biatek i lipidow btonowych, ale takze zuzytkowywana na ruch i migracje.
Przeprogramowanie metabolizmu zachodzace w komdrkach nowotworowych skutkuje
najczesciej uzaleznieniem od niektérych substratéw energetycznych oraz utratg plastycznosci, czyli
zmniejszeniem mozliwosci wzajemnego uzupetniania sie przez poszczegdlne szlaki metaboliczne,
w poréwnaniu do komoérek prawidtowych (DeBerardinis i in. 2007).

W obu wymienionych wyzej aspektach fizjologii komorki zwigzanych ze stopniem
zréznicowania oraz modulacjag metabolizmu, biorg udziat receptory aktywowane proliferatorami
peroksysoméw (ang. peroxisome proliferator activated receptors, PPARs). Biatka te nalezg do
rodziny receptoréw jgdrowych, w zwigzku z czym dziatajg jako czynniki transkrypcyjne o aktywnosci
modulowanej przez ligandy. Receptory PPARs zostaty po raz pierwszy opisane na poczatku lat 90
XX wieku (Issemann i Green 1990), a w kolejnych latach zidentyfikowano trzy ich izotypy: PPAR«,
PPARB/d oraz PPARY, bedgce produktami odrebnych gendéw. Doktadniejsze badania nad ekspresjg
PPARY doprowadzity do wyodrebnienia podtypdéw Y1 i Y2, powstajacych na skutek transkrypcji z
alternatywnych miejsc promotorowych genu PPARG. Pomimo wysokiego stopnia homologii
sekwencji pomiedzy poszczegdlnymi izotypami PPARs oraz posiadania wielu wspdlnych ligandéw,
PPARx, PPARB/d i PPARY sg zaangazowane w odrebne, czesto przeciwstawne procesy (Berger i
Moller 2002). Jednym z powodoéw takiego stanu rzeczy jest charakterystyczny wzoér ekspresji, ktory
jest scislej okreslony i lepiej zbadany w przypadku PPARx i PPARY, niz PPARB/d. Ten ostatni
receptor ulega niskiej ekspresji praktycznie we wszystkich przebadanych komérkach i tkankach
(Desvergne i Wahli 1999).

Ligandami dla receptoréw PPARs sg zwigzki o charakterze hydrofobowym, zdolne do
przenikania przez btone do wnetrza komorek. Po zwigzaniu liganda receptory rezydujagce w
cytoplazmie ulegaja translokacji do jadra, gdzie, przytaczajac sie do charakterystycznych sekwencji

wystepujacych w promotorach genéw docelowych (tzw. response elements), moga indukowac lub
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blokowac¢ transkrypcje. Charakterystyczng cecha receptoréw jadrowych jest preferencja do
wspotdziatania pomiedzy sobg i tworzenia zaréwno homo- jak i heterodimeréw. W przypadku
receptoréw PPARs obligatoryjnym partnerem wchodzgcym w skfad heterodimeru jest receptor X
retinoidowy (RXR), wiazacy kwas 9-cis retinowy. Dodatkowym mechanizmem regulujagcym
aktywnos¢ receptoréw jadrowych oraz ich zdolnosci do dimeryzacji jest wprowadzanie
odwracalnych modyfikacji posttranslacyjnych, gtéwnie fosforylacji, acetylacji i ubikwitynacji
(Anbalagan i in. 2012).

Receptor PPARa jest gtéwnym regulatorem katabolizmu lipidéw w komérkach i induktorem
ekspresji genéw dla biatek zaangazowanych w transport kwaséw tluszczowych oraz genoéw
kodujgcych enzymy szlakéw mitochondrialnej i peroksysomalnej oksydacji kwaséw ttuszczowych, a
takze odpowiedzialnych za mobilizacje rezerw ttuszczowych i biosynteze ciat ketonowych. Z tego
wzgledu poziom ekspresji i aktywnos¢ PPARa indukowane sg w warunkach obnizonej podazy
energii lub gtodu, natomiast konstytutywnie wysokie sg w komorkach prowadzacych intensywne
procesy kataboliczne, m.in. w hepatocytach, kardiomiocytach, komodrkach brunatnej tkanki
ttuszczowej, nabtonka kanalikéw nerkowych i jelita cienkiego (Desvergne i Wahli 1999).
Fizjologiczna funkcjg PPAR jest regulacja odpowiedzi na stres energetyczny zaréwno na poziomie
pojedynczej komérki, jak i organizmu. Naturalnymi ligandami PPARx sg wolne kwasy ttuszczowe i
ich pochodne (m.in. acylo-CoA), co pozwala temu receptorowi dziata¢ jako sensor mobilizacji
tluszczy zapasowych (Kersten i in. 1999). Ze wzgledu na swéj wptyw na metabolizm lipidéw i
lipoprotein, syntetyczne ligandy dla PPAR, takie jak leki z grupy fibratéw (fenofibrat, klofibrat,
ciprofibrat, gemfibrozil) s stosowane do normalizacji profilu lipidowego osocza krwi i obnizania
poziomu cholesterolu i triglicerydéw. Fenofibrat jest estrem izopropylowym kwasu fenofibrowego,
ktéry w wyniku dziatania esteraz jest rozktadany, a wlasciwym agonistg receptora PPARx jest kwas

fenofibrowy (Najib 2002). Strukture obu tych zwigzkéw przedstawiono na rysunku 1.

Fenofibrat Kwas fenofibrowy

Rys. 1. Wzory strukturalne fenofibratu i kwasu fenofibrowego.
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Receptor PPARy, mimo podobienstw strukturalnych do PPARa oraz zdolnosci do wigzania
tych samych ligandéw, reguluje catkowicie odmienne procesy fizjologiczne. Najwyzszy poziom
ekspresji PPARY obserwowany jest w tkance ttuszczowej biatej i brunatnej oraz w preadipocytach o
réoznym stopniu rozwoju, ale ekspresja zachodzi takze w komodrkach nabtonka jelit, srédbtonka czy
watroby, cho¢ na nizszym poziomie (Sarraf i in. 1998, Kersten i in. 2000). Dodatkowo, receptor ten
posiada immunomodulacyjne funkcje i jest produkowany w komérkach uktadu odpornosciowego,
m.in. makrofagach (Ricote i in. 1998). PPARY jako czynnik transkrypcyjny ma kluczowe znaczenia
dla rozwoju i réznicowania adipocytéw poniewaz kontroluje geny odpowiedzialne za transport
kwasow ttuszczowych, synteze lipidéw, odpowiedz na insuling czy ekspresje adipocytokin
(adipokin) (Poulos i in. 2016). W przeciwienstwie do PPARx, PPARY koordynuje na poziomie
pojedynczej komérki, jak i catego organizmu, odpowiedz na dostarczenie sktadnikéw odzywczych
(stan po positku), poprawiajac wrazliwo$¢ na insuline, pobdr glukozy z krwi przez komérki oraz
biosynteze i magazynowanie zwigzkéw lipidowych w tkance ttuszczowej (Tordjman i in. 2003).
Syntetyczne ligandy dla PPARY z grupy tiazolidinedionéw uwrazliwiajg tkanki na insuling i sa
stosowane w terapii cukrzycy typu Il. Do prototypowych zwigzkéw tej grupy lekéw nalezy
zsyntetyzowany w latach osiemdziesigtych XX wieku ciglitazon, natomiast otrzymane podzniej
rosiglitazon i pioglitazon stosowane sg klinicznie w celu obnizenia insulinoopornosci w cukrzycy
typu Il (Wagstaff i Goa 2002).

4.3.2. Zmiany w metabolizmie i réznicowaniu w trakcie transformacji nowotworowej

W 2001 roku Hanahan i Weinberg w swoim przeglagdowym artykule, ktéry odbit sie szerokim
echem wsréd badaczy zjawisk nowotworzenia, sformutowali liste typowych cech komdrek
nowotworowych odrézniajgcych je od prawidtowych. Lista ta zostata uzupetniona w 2011 (Hanahan
i Weinberg 2011). Oprécz deregulacji proceséw kontroli cyklu komorkowego, niekontrolowane;
proliferacji, zaburzen apoptozy i kontaktow z otaczajgcymi komorkami, ktére prowadza do rozrostu
i rozsiewania komérek nowotworowych, ,przeprogramowanie” metaboliczne jest uwazne za
wazny aspekt biologii nowotwordw, z ktérym obecnie wigze sie nadzieje na rozwdj celowanych
dziatan terapeutycznych.

Zmiany metaboliczne byty jednymi z pierwszych, jakie zaobserwowano w fizjologii komérek
neoplastycznych. Juz w latach 30 XX wieku Otto Warburg przedstawit hipoteze, ze z transformacjg
nowotworowg zwigzane jest uposledzenie oddychania mitochondrialnego, i w tym zjawisku
upatrywat nawet przyczyny transformacji nowotworowej (Warburg 1956). Pomimo, ze kolejne dane
doswiadczalne nie potwierdzity istnienia uniwersalnej reguty, w postaci ograniczenia oddychania
tlenowego w skrawkach tkanki guzéw nowotworowych (Burk i Schade 1956, Weinhouse 1956),
faktem jest obnizenie wydajnosci syntezy ATP podczas przemian tlenowych w niektérych typach
nowotwordw i uzaleznienie metabolizmu komérki od intensywnej glikolizy, ktéremu towarzyszy
utrata tzw. efektu Pasteura, czyli zahamowania fermentacji mlekowej w warunkach aerobowych

(Icard i Lincet 2012). Zestaw tych zmian nazwano efektem Warburga, a powoduje on zwiekszony
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pobdr i metabolizm glukozy na drodze glikolizy oraz redukcje pirogronianu do mleczanu, nawet w
warunkach dostepnosci tlenu. Zjawisko to lezy u podstaw szeroko stosowanej w diagnostyce
metody obrazowania tkanek technikg tomografii emisji pozytonéw (PET) przy uzyciu fluorowanych
pochodnych glukozy (2-deoksy-2-['8F]fluoro-D-glukozy) jako znacznikéw, kumulujacych sie
wybidérczo w tkankach neoplastycznych. Chociaz Warburg mylit sie¢ upatrujgc w uposledzeniu
oddychania komoérkowego przyczyny transformacji nowotworowej, to jednak jego prace
poczatkowo traktowane sceptycznie, po wielu latach zainspirowaty badaczy do dogtebnej analizy
metabolizmu komdérek nowotworowych. Jakkolwiek intensywna glikoliza i niski poziom konsumpdgji
tlenu sg spotykane w wigkszosci agresywnych nowotwordw, to jednak znane sg przypadki kiedy
oddychanie mitochondrialne stanowi gtéwne zrédto ATP, m.in w komaorkach raka sutka (LeBleu i in.
2014). W guzach litych, pozbawionych dobrze funkcjonujacej sieci naczyn krwionosnych, rozwija
sie stan niedotlenienia, ktéry dodatkowo ogranicza mozliwos¢ oddychania. Przestawienie
metabolizmu ma jednak szerszy charakter i obejmuje réwniez inne anomalie, takie jak: intensywna
glutaminoliza czy przebieg niektérych reakgji cyklu Krebsa w odwrotnym niz normalnie kierunku,
na przyktad oksydacyjna dekarboksylacja izocytrynianu, katalizowana przez dehydrogenaze
izocytrynianowg, zastgpowana jest przez redukcyjng karboksylacje o-ketoglutaranu do
izocytrynianu (Mullen i in. 2011).

Czestym zjawiskiem obserwowanym w komdérkach nowotworowych, szczegdlnie
pochodzenia neuroektodermalnego, jest tez zahamowanie B-oksydacji kwaséw ttuszczowych oraz
brak zdolnosci do metabolizmu ciat ketonowych (Maurer i in. 2011, Seyfried i in. 2015). Czerpanie
energii z metabolizmu tych substratéw wymaga sprawnie dziatajagcych mitochondriéw oraz ich
aparatu enzymatycznego, co jest warunkiem trudnym do spetnienia w przypadku wielu
nowotworéw. Dodatkowo, stan hipoksji notorycznie wystepujacy w guzach litych i zwigzany z nim
wysoki poziom czynnika indukowanego przez hipoksje HIF-1a sg silnymi supresorami B-oksydacji
kwasow ttuszczowych i hamujg ekspresje dehydrogenaz $rednio- i dtugotaricuchowych czasteczek
acylo-CoA (MCAD i LCAD), ktére sg niezbedne dla tego szlaku (Huang i in. 2014). Z tego tez
powodu czesto obserwowany w komdrkach nowotworowych stan tzw. pseudohipoksji, czyli
wysokiej aktywnosci HIF-1ax nawet w warunkach dostepnosci tlenu hamuje katabolizm kwaséw

ttuszczowych promujgc przemiany glukozy na drodze glikolizy (Kim i in. 2006, Huang i in. 2014).

Ogdét zmian metabolicznych w komdérkach nowotworowych, czasem zwany
.przeprogramowaniem” metabolizmu (ang. metabolic reprogramming) ma czestokro¢ swoje
zrédla w anaplazji (odréznicowaniu), czyli utracie cech charakterystycznych dla dojrzatej tkanki,
z ktorej nowotwdr pochodzi i przyjeciu bardziej pierwotnego, embrionalnego fenotypu.
W nowotworach pochodzenia neuroektodermalnego, takich jak glejaki, nerwiaki i rdzeniaki
zarodkowe czy czerniaki odréznicowanie towarzyszy progresji do zeztosliwienia i inwazyjnosci. We
wszystkich tych typach nowotwordéw zidentyfikowano komaorki macierzyste (ang. cancer stem cells)
o wysokim stopniu pluripotencji, odpowiedzialne za agresywnga i inwazyjng postac choroby, a takze

inicjujgce wznowe po terapii (Singh i in. 2003, Boiko i in. 2010, Bhaskara i in. 2012, Bradshaw i in.
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2016). Komorki te czesto rezydujag w mikrosrodowisku ubogim w tlen, wykazuja metabolizm oparty
na glikolizie i charakteryzuja sie ekspresjg markeréw embrionalnych komoérek macierzystych oraz
komérek progenitorowych pochodzacych z grzebieni nerwowych, takich jak OCT-4, SOX2, SOX?9,
SOX10, CD133, CD271, ZEB1, TWIST. Specyficzny program transkrypcyjny komoérek grzebieni
nerwowych (ang. neural crest cells, NCCs), z ktérych wywodzg sie m.in. melanocyty, komérki
glejowe i nerwowe, umozliwia im bardzo szybka migracje i zdolnos¢ do docierania do odlegtych
czesci zarodka poprzez warstwy komoérek pochodzacych z réznych listkéw zarodkowych. Z kolei
ekspresja markeréw réznicowania poszczegdlnych komoérek neuroektodermalnych, m.in. czynnika
transkrypcyjnego microphthalmia (MITF-M) dla melanocytéw, czy neurofilamentow w przypadku
neurondw, wigze sie na ogdt z nizszg zdolnoscig do naciekania otaczajgcych tkanek i tworzenia

przerzutéw, a w konsekwencji lepsza prognozg dla pacjenta (Cheli i in. 2012, Mohlin i in. 2017).

Podsumowujac, profil metaboliczny komérek nowotworowych oraz ich fenotyp i ekspresja
markeréw réznicowania sa cechami powigzanymi ze sobg, a co najwazniejsze, maja kluczowe
znaczenie dla przebiegu leczenia i rokowania w przypadku choroby nowotworowej. Identyfikacja
i analiza czynnikéw molekularnych, ktére wptywajg na profil metaboliczny oraz réznicowanie ma
zatem potencjat, aby decydowac o rozwoju istniejgcych i wytyczaniu nowych kierunkéw interwencji
terapeutycznej, szczegdlnie farmakologicznej. Za jeden z takich potencjalnych czynnikéw mozna
uzna¢ receptory PPARs. Celem naukowym cyklu prac habilitacyjnych przedstawianych do
oceny, bylo wiasnie przeanalizowanie roli receptoréw PPARs i ich wybranych ligandéw
w modulacji metabolizmu i réznicowania komérek nowotworowych pochodzenia

neuroektodermalnego.

4.3.3. Geneza cyklu prac wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego

Badania nad antynowotworowym dziataniem syntetycznych agonistow PPARs, a takze rola
receptoréw PPARs w nowotworzeniu prowadzone sg na $wiecie od kilkunastu lat. W pracach tych
bratam czynny udziat, a niniejsza rozprawa nakresla moéj wktad w poznanie nowych faktéw
dotyczacych roli PPARs w biologii komdrek nowotworowych. Dzieki duzej swobodzie wyboru
tematu badan, ktérg mnie obdarzono juz na studiach, mogtam kierowaé swoim rozwojem
naukowym w ten sposdb, aby przebiegat konsekwentnie w obszarze tej tematyki rozpoczynajac od
pracy magisterskiej, poprzez badania realizowane w czasie przygotowywania doktoratu
a nastepnie habilitacji.

Wyniki doswiadczen prowadzonych przeze mnie w ramach pracy magisterskiej wykazaty, ze
fenofibrat, syntetyczny ligand dla PPARx i jednoczesnie lek stosowany od lat siedemdziesigtych
XX wieku do normalizacji profilu lipidowego osocza krwi, obniza znaczgco (prawie trzykrotnie)

liczoe przerzutéw tworzonych w ptucach przez komorki rosngcego podskdrnie chomiczego
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czerniaka Bomirskiego (BHM Ma), mimo braku wplywu na tempo wzrostu guza pierwotnego
(Grabacka i in. 2004). Wynik ten zastuguje na uwage z kilku powoddéw: po pierwsze chomiczki
syryjskie (Mesocricetus auratus), na ktérych wykonane byly doswiadczenia, sa zwierzetami
laboratoryjnymi outbredowymi, stanowigcymi populacje heterogenng pod wzgledem
genetycznym (pomimo stosunkowo niskiego stopnia polimorfizmu w obrebie gendéw kodujacych
biatka gtdéwnego uktadu zgodnosci tkankowej), a wiec stwierdzenie statystycznie istotnej rdznicy,
pomiedzy grupag otrzymujaca fenofibrat a kontrolng, o niewielkiej liczebnosci (13 i 14 zwierzat),
Swiadczy o duzej sile efektu. Po drugie, zawiesing komoérek nowotworowych zaszczepiano
podskdrnie, nie za$ do zyly ogonowej, co sprawia, ze ogniska wtérne nowotworu utworzone w
ptucach, mozna byto nazwad rzeczywiscie przerzutami sensu stricto, czyli ogniskami rozsiewu ze
zmiany pierwotnej, a nie guzami utworzonymi przez komérki wprowadzone sztucznie do
krwiobiegu. Po trzecie, doustne podawanie fenofibratu rozpoczeto dopiero po uformowaniu sie
guza pierwotnego (a nie w dniu podskérnego wszczepienia komorek), co spowodowato, ze model
doswiadczenia bardziej przypominal sytuacje rzeczywista, gdy terapie rozpoczyna sie po
stwierdzeniu objawdéw chorobowych, nie wczeséniej. Wszystkie te aspekty doswiadczenia in vivo
pozwolity na wnioskowanie, ze otrzymany rezultat moze rzeczywiscie mie¢ istotne znaczenie
biologiczne. Wyniki zostaty opublikowane w Archives of Dermatological Research i byty
pierwszym doniesieniem na temat ekspresji PPARx w komdrkach chomiczego czerniaka,
cytowanym dotychczas 54 razy.

Kolejne badania podjete juz w ramach realizacji pracy doktorskiej dostarczyty nowych
informacji na temat molekularnego mechanizmu lezacego u podstaw antymetastatycznego
dziatania fenofibratu. Stwierdzitam m.in., ze za zahamowanie proliferacji w hodowli adherentnej i
tworzenie kolonii w warunkach braku kontaktu z podfozem, a takze migracji i ruchliwosci komdrek
réznych linii czerniakédw mysich i ludzkich przez fenofibrat odpowiada zalezne od PPARa obnizenie

fosforylacji onkogennej kinazy Akt (Grabacka i in. 2006).

4.3.4. Oméwienie gtéwnych wynikéw cyklu prac (dzieta habilitacyjnego)

Cykl publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe i podstawe przedktadanej habilitacji obejmuje
kolejne etapy zwigzane zaréwno z wyjasnianiem dziatania fenofibratu, jak i roli PPARs w biologii
komdrek nowotworowych. Szlak sygnatowy kinazy Akt jest konstytutywnie aktywny w wiekszosci
nowotworéw i odpowiada m.in. za wysokie tempo proliferacji, inwazyjno$¢ i odpornosé¢ na
apoptoze, ale takze za typowe cechy metabolizmu komoérek nowotworowych, okreslane jako efekt
Warburga (Robey i Hay 2009). W pracach przegladowych nr 2 (2008) i 3 (praca przyjeta do druku
w 2010, cho¢ ukazata sie dopiero w 2013) stawiam hipoteze, ze biorgc pod uwage fizjologiczna
role PPARQ, jego aktywacja moze w komodrkach nowotworowych wywotaé stres energetyczny

poprzez ograniczenie glikolitycznego katabolizmu glukozy i promowanie utleniania kwaséw
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ttuszczowych i oddychania tlenowego. W tych komodrkach nowotworowych, ktére posiadajg
nieefektywnie funkcjonujace mitochondria doprowadzitoby to do spadku poziomu ATP i kryzysu
energetycznego, co z kolei wywotuje aktywacje kinazy biatek zaleznej od AMP (AMPK) oraz
deacetylazy biatek Sirt1. Wspdtdziatanie PPARa ze szlakami sygnatowymi AMPK i Sirt1T mogtoby
w ten sposdéb doprowadzi¢ komorki nowotworowe do ,katastrofy metabolicznej”
i w konsekwencji zahamowania proliferacji, energochtonnych proceséw, takich jak migracja
i inwazja, oraz w koricu do apoptozy.

Uderzenie w metabolizm komérek nowotworowych znacznie ograniczytoby ich mozliwosci
zapewnienia sobie wystarczajace] ilosci metabolitéw posrednich do biosyntezy fosfolipidow i
biatek, a w konsekwencji zahamowato proliferacje i inwazyjnos$é. Zatem negatywna regulacja szlaku
Akt-mTOR (mammalian Target of Rapamycin) przez PPAR i wspotdziatanie z AMPK i Sirt1 moze
by¢ réwniez jednym z mechanizmoéw biologicznego dziatania fenofibratu. Dodatkowo, w pracy nr
3 przytaczam dane pozwalajace postrzegac ketoze jako stan niesprzyjajacy progresji nowotworu,
oraz proponuje farmakologiczng aktywacje PPARx jako wspomaganie diety ketogennej
o ograniczonej kalorycznosci (ang. calorie-restricted ketogenic diet), ktéra jest uwazana za
skuteczne postepowanie dietetyczne w leczeniu niektérych nowotworéw pochodzenia

neuroektodermalnego, w tym glejakow (Seyfried i in. 2011).

Hipotezy przedstawione w tych dwdch pracach przeglagdowych (2 i 3) staty sie podstawg
przygotowanego przeze mnie wniosku grantowego, a nastgpnie projektu finansowanego przez
Fundacje na rzecz Nauki Polskiej, realizowanego przeze mnie w latach 2011 - 2015 (projekt
Pomost/2011-3/4). Projekt koncentrowat sie¢ na zbadaniu trzech gtéwnych aspektéw dziatania
PPARx w komoérkach nowotworéw pochodzenia neuroektodermalnego o potencjalnym znaczeniu
terapeutycznym: (1) indukcji zmian w profilu metabolicznym komoérek nowotworowych, (2)
zahamowaniu lipidogenezy de novo oraz modyfikacji sktadu i wtasnosci bton plazmatycznych, (3)
zmian w ekspresji markeréw komoérek progenitorowych grzebieni nerwowych, ktére to biatka sg
odpowiedzialne m.in. za przejscie epitelialno-mezenchymalne, a co za tym idzie inwazyjnosc¢
i zdolnosci do przerzutowania. Owocem badan zrealizowanych w ramach tego projektu byty m.in.
prace doswiadczalne 5-7 oraz praca przeglagdowa 4, wchodzace w sktad osiggniecia naukowego

bedacego przedmiotem habilitacji.

W pracy 5 weryfikowana byta hipoteza dotyczaca wywotywania ,katastrofy metabolicznej”
w komorkach glejaka poprzez zastosowanie fenofibratu jako aktywatora PPAR«. Stwierdzilismy, ze
fenofibrat wnika do mitochondriéw i w przeciggu kilku minut po podaniu prawie catkowicie
blokuje oddychanie mitochondrialne dziatajagc najprawdopodobniej na | kompleks oddechowy
(imituje dziatanie rotenonu). Komoérki odpowiadajg zwiekszajgc réwnoczesnie tempo glikolizy oraz
wlaczajgc autofagie, jednak mimo tego doswiadczajg powaznego spadku poziomu ATP

w przeciggu 48 godzin i ulegajg apoptozie po 72 godzinach. Proces ten jest jeszcze
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intensywniejszy, gdy komérki dodatkowo wystawione sg na dziatanie inhibitoréw autofagii. Co
ciekawe, wszystkie te skutki sa catkowicie niezalezne od PPARx i wywolywane wytacznie przez
niezhydrolizowany fenofibrat w formie estrowej. Kwas fenofibrowy oraz inne syntetyczne ligandy
dla PPARx (gemfibrozil, Wy14,643, GW7647) nie wykazuja podobnych wifasciwosci. Ani
farmakologiczna inhibicja, ani tez wygaszenie ekspresji receptora PPARX nie niwelujg dziatania
fenofibratu. Co wazne, prawidtowe ludzkie astrocyty sg znacznie mniej wrazliwe na dziatanie
fenofibratu niz komorki glejaka i fenofibrat osigga w ich mitochondriach znaczgco nizsze stezenia,
co moze $wiadczy¢ o tym, ze metabolizm tego leku do kwasu fenofibrowego jest znacznie szybszy
w komorkach prawidtowych niz nowotworowych. Najistotniejsze, ze fenofibrat dziata skutecznie
w warunkach in vivo, u myszy bezgrasiczych z rosngcym w médzgu guzem ludzkiego glejaka
U87MG: podanie fenofibratu do moézgu, w miejsce wszczepienia komdrek nowotworowych,
pozwalato znaczgco spowolnic rozrost guza tak, ze po 14 dniach $rednia wielko$¢ guzéw w grupie
otrzymujgcej badany zwigzek byfta okoto szesdciokrotnie mniejsza niz w grupie kontrolnej. Prace
badawcze ujete w publikacji 5 wykonywane byty zarbwno w moim miejscu zatrudnienia, jak i w
siedzibie zagranicznego partnera projektu Pomost, w Stanley S. Scott Cancer Center, Louisiana

State University Health Sciences Center, w Nowym Orleanie (USA).

Praca 6 koncentruje sie na dwdch watkach: (1) zrozumieniu dlaczego fenofibrat, a nie jego
metabolit kwas fenofibrowy, ma tak silne dziatanie na komérki nowotworowe oraz (2) opracowaniu
sposobu efektywnego podawania fenofibratu w przypadku guzéw wewnatrzczaszkowych, takich
jak glejaki. W przypadku pierwszego zagadnienia zwrécilismy uwage na fakt, ze fenofibrat (ester)
jest substancja hydrofobowa, bardzo stabo rozpuszczalng w wodzie, lecz majgca powinowactwo
do $rodowiska lipidowego, a wiec i bton biologicznych. Wyniki doswiadczers farmakokinetycznych
na hodowlach komodrkowych pokazaty, ze fenofibrat jest pobierany przez komérki z ptynu
hodowlanego, czeé¢ tego zwigzku gromadzi sie w btonach fosfolipidowych, natomiast cze$¢ ulega
deestryfikacji w cytoplazmie do kwasu fenofibrowego, ktéry nastepnie jest wydzielany z komérek
do pozywki. Oszacowalismy, ze traktowanie komorek fenofibratem w stezeniu 50 pM pozwala
osiggna¢ we frakcji btonowe] okoto 3,8 %mol (Srednio 3,8 czasteczek fenofibratu na 100
czasteczek fosfolipidow). Nie wykryliSmy natomiast obecnosci kwasu fenofibrowego we frakcji
btonowe;.

Aby stwierdzi¢, czy fenofibrat w tym stezeniu moze wptywac na parametry fizyczne bfon
przeprowadziliémy doswiadczenia na fosfolipidowych btonach modelowych zbudowanych z
dimirystylofosfatydylocholiny (DMPC) z dodatkiem fenofibratu (2,5 oraz 5 %mol) lub bez, przy
uzyciu znacznikéw spinowych 5-SASL i 16-SASL (doxyStearic Acid Spin Labels), zawierajgcych
stabilne grupy wolnorodnikowe przy 5 lub 16 atomie wegla liczgc od polarnej ,gtowy” czasteczki.
Zastosowanie tych znacznikéw spinowych pozwala za pomoca spektroskopii elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (ERP) obserwowac zmiany wiasnosci fizyko-chemicznych bton

modelowych w réznych rejonach dwuwarstwy fosfolipidowej. Wykazalismy, ze fenofibrat lokujac

13



Zatacznik 2

sie w btonie dziata podobnie do cholesterolu, tzn. obniza temperature gtéwnego przejscia
fazowego (pomiedzy faza zelowg a ciekfokrystaliczng) i wptywa na rozmycie samego przejscia.
Oznacza to, ze zwigzek ten uplynnia bfone w temperaturach ponizej temperatury przejécia
fazowego (gdy ma ona sztywniejszg strukture) oraz usztywnia ja w temperaturze powyzej tego
przejécia (gdy jest bardziej ptynna), przez co dziata jak ,bufor ptynnosci” btony. Dodatek
fenofibratu réwniez obniza polarnos¢ wewnatrz btony, co zwieksza bariere hydrofobowosci, a wiec
naturalne wtasnosci fizjologiczne bton jako ochrony przed przenikaniem zwigzkéw polarnych.
Dziatanie fenofibratu ukierunkowane na btony jest catkowicie niezalezne od aktywacji receptora
PPARx. To wyjasnia takze niska antynowotworowg skutecznos$é kwasu fenofibrowego, ktéry nie
posiada zdolnoéci lokowania sie w obrebie bton biologicznych.

Jest prawdopodobne, ze blokowanie respiracji przez fenofibrat ma zwiazek z jego wptywem
na ptynno$¢ wewnetrznej btony mitochondrialnej, co moze uposledzaé przeptyw elektronéw
pomiedzy kompleksami oddechowymi. Wielokierunkowe dziatanie fenofibratu zacheca do uzycia
go jako komponentu skojarzonej terapii antynowotworowej, m.in. w przypadku glejakéw. Do
osiggnigcia terapeutycznego stezenia substancji czynnej w miejscu docelowym konieczne jest
podanie leku odpowiednig droga. W przypadku doustnej drogi podania, w narzadach zwierzat
doswiadczalnych (myszy) wykryliSmy jedynie obecnosé¢ kwasu fenofibrowego, ktéry w mozgu
obecny byt w bardzo niskim stezeniu, natomiast w tkance glejaka ponizej poziomu detekc;i.
Fenofibrat nie zostat wykryty tez w zadnej z badanych prébek tkanek (watroba, nerki, serce ptuca,
$ledziona, krew). Biorac pod uwage brak mozliwosci dostarczenia fenofibratu w formie estrowej do
moézgu drogg doustng, postanowilismy wytworzy¢ biodegradowalne matryce zbudowane
z polimeru mleczanowo-glikolidowego (PLGA) z dodatkiem fenofibratu, ktére umieszczone w
miejscu po resekcji guza i zaszyte w tkance mdzgu moglyby stopniowo uwalnia¢ fenofibrat
i dziata¢ terapeutycznie generujgc wysokie lokalne stezenie tego leku w miejscu docelowym.
Przesacz tkankowy gromadzacy sie w miejscu usuniete] tkanki guza stanowitby dobre srodowisko
dla stopniowego rozpuszczania matrycy PLGA. Zastosowanie matryc biodegradowalnych jako
nosnikow lekéw chemioterapeutycznych jest obecnie praktykowane klinicznie w leczeniu glejaka,
m.in. w formie preparatu Gliadel® zawierajgcego bischloroetylonitrozomocznik (BCNU,
karmustyna) (Brem i in. 1995, Valtonen i in. 1997). W pracy 6 opisaliémy procedure przygotowania
oraz wyniki testéw matryc PLGA z fenofibratem i stwierdziliémy, ze zastosowanie matrycy pozwala
uzyskaé wysokie i stabilne stezenie fenofibratu w hodowli komérek glejaka. Doswiadczenia
wykonywane byly zaréwno w moim miejscu zatrudnienia, jak i w siedzibie zagranicznego partnera
projektu Pomost, w Stanley S. Scott Cancer Center, Louisiana State University Health Sciences
Center, oraz w instytucjach wspdtpracujacych: Department of Biochemistry and Molecular Biology
Tulane University School of Medicine w Nowym Orleanie (USA) oraz w Zaktadzie Biofizyki Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ.
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Wyniki badarn nad oddychaniem mitochondrialnym oraz eksperymentéw z uzyciem
resweratrolu, stilbenu pochodzenia roslinnego, jako aktywatora Sirt1, prowadzonych w ramach
projektu ,,Pomost”, sktonity mnie do bardziej szczegétowej analizy dostepnych informacji na temat
wptywu fitofarmaceutykéw na prace mitochondriéw. Whnioski z tej analizy przedstawione sa
w pracy nr 4. Praca ta ma charakter przegladowy, ale zawiera réwniez dane doswiadczalne
pokazujace dziatanie sulforafanu - fitofarmaceutyku z roslin krzyzowych. Okazuje sie, ze sulforafan
obniza polaryzacje wewnetrznej btony mitochondrialnej w komérkach prawidtowych (fibroblastach
ludzkich), natomiast zwigksza jg w komodrkach nowotworowych (czerniaka mysiego B16 F10), ktére
wyjéciowo charakteryzuja sie mniejsza liczba mitochondridéw o wysokie]j polaryzacji niz prawidfowe
fibroblasty. W pracy nr 4 zwracam takze uwage na role biatka PGC-1a (peroxisome proliterator
activated receptor gamma coactivator 1) i PPARx w szlakach przekazywania sygnatu pomiedzy
jadrem komorkowym a mitochondriami (tzw. anterograde signaling i retrograde signaling).
Sygnalizacja odbywajgca sie pomiedzy jadrem komoérkowym a mitochondriami prowadzi do
indukgcji ekspresji gendw zwigzanych z biogenezg mitochondridéw, ochrong przed dziataniem
reaktywnych form tlenu i metabolizmem kwaséw ttuszczowych. Resweratrol oraz warunki gtodzenia
lub restrykcja kaloryczna wiaczaja wewnatrzkomérkowe sensory stresu energetycznego: AMPK i
Sirt1 oraz PGC-1«, ktére modulujg te sygnalizacje. Wszystkie te trzy biatka sg réwniez

pozytywnymi modulatorami ketogenezy, dziafajac za posrednictwem PPAR«.

Tematyka pracy nr 7 nawiazuje do zagadnien poruszanych w pracy nr 3, gtéwnie roli PPARx
w ketogenezie i potencjalnego znaczenia ketogenezy dla komoérek nowotworowych. Gtéwnym
odkryciem, ktére dokumentujg wyniki ujete w tej pracy jest obserwacja, ze fenofibrat silnie
stymuluje (w niektorych przypadkach nawet dwudziestoczterokrotnie) komorki nowotworowe
(glejaka i czerniaka) oraz komorki prawidtowe (hodowle neurosfer zbudowane z prawidfowych
komorek glejowych i nerwowych) do syntezy i wydzielania gtéwnego ciata ketonowego, B-
hydroksymaslanu. Efekt ten jest catkowicie niezalezny od poziomu ekspres;ji i aktywnosci receptora
PPARX, co jest dos¢ niespodziewane. Fenofibrat wywotywat wzrost ekspresji mitochondrialne;
syntazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA (HMGCS2), kluczowego enzymu szlaku ketogenezy.
Jednoczesnie w hodowlach komérek traktowanych fenofibratem zaobserwowalismy znaczace
spadki poziomu biatek innych $ciezek metabolicznych: transketolazy, gtéwnego enzymu
nieoksydacyjnej gatezi szlaku pentozofosforanowego oraz enzyméw zaangazowanych w procesy
anaboliczne, m.in. lipogeneze: syntetazy acetylo-CoA (AceS1), liazy ATP-cytrynianowej (ACL)
i kinazy pirogronianowej PKM2. W przypadku ACL obnizat si¢ réwniez poziom fosforylacji tego
biatka. Nieoksydacyjna faza szlaku pentozofosforanowego jest zrédtem cukréw piecioweglowych,
w tym rybozy koniecznej do syntezy nukleotyddéw i wielu koenzymow, natomiast biosynteza
kwaséw ttuszczowych jest niezbedna do produkcji fosfolipidéw bfonowych. Zahamowanie tych
proceséw odbija sie negatywnie na zdolnosci komoérek do proliferacji, i rzeczywiscie po

traktowaniu fenofibratem zanotowano znaczacy spadek frakcji komoérek w fazie S oraz G2/M,
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ktéremu towarzyszyt wzrost frakcji GO/G1 cyklu komérkowego. Obnizony potencjat proliferacyjny
najwyrazniej zademonstrowaty testy klonogennosci. Badania ujete w pracy 7 wykonywane byty
zarbwno w moim miejscu zatrudnienia, jak i w siedzibie zagranicznego partnera projektu Pomost,
w Stanley S. Scott Cancer Center, Louisiana State University Health Sciences Center. Praca nr 7
byta pierwszym doniesieniem na temat syntezy cial ketonowych przez komérki nowotworowe
pochodzenia neuroektodermalnego. W perspektywie klinicznej, ta zdolno$¢ mogtaby zostac
wykorzystana dla poprawy funkcjonowania otaczajgcej guz tkanki nerwowej poniewaz ciafa
ketonowe, a zwtaszcza B-hydroksymaslan majg dziatanie neuroprotekcyjne. Dziatanie ochronne
bytoby pozadane zwtaszcza w takich przypadkach glejaka, gdy naruszenie szczelnosci bariery
krew-mbézg wywotuje obrzek i neurony narazone sg na zwiekszone cisnienie $rédczaszkowe,
a przez to silny stres komorkowy.

Informacje na temat dziatania neuro- i cytoprotekcyjnego ciat ketonowych zostaty zebrane
i przeanalizowane w pracy nr 8. Artykut ten ma charakter przegladowy i oméwiono w nim
szczegotowo procesy regulacji ketogenezy i ketolizy na poziomie ekspresji genéw, aktywnosci
kluczowych enzymoéw, gospodarki hormonalnej, dostepnosci sktadnikow odzywczych
i wewnatrzkomorkowych szlakédw transdukcji sygnatu, w warunkach fizjologicznych oraz
w komorkach nowotworowych. Jeden z rozdziatéw tego artykutu poswiecono analizie
terapeutycznego potencjatu ciat ketonowych jako czynnikéw wspomagajgcych leczenie choréb
centralnego uktadu nerwowego o réznym podtozu, takich jak epilepsja, choroby
neurodegeneracyjne czy pourazowe uszkodzenia mdzgu. W konkluzjach pracy wskazujemy, ze
przeprogramowanie metabolizmu komoérek nowotworowych na ketogeneze przy jednoczesnym
zablokowaniu proliferacji mogtoby stac sie korzystnym kierunkiem wspomagania konwencjonalnej

terapii przeciwnowotworowej.

Prace nr 1i 9, cho¢ ich publikacje dzieli 9 lat, majg wspdlng tematyke i dotykajg problemu
zaangazowania receptoréw PPARX i Y w procesy roznicowania komérek. Zagadnienie to jest
analizowane w modelu hodowli komoérek czerniaka, dla ktérych pigmentacja i ekspresja gendéw
zaangazowanych w biosynteze melaniny sg wygodnymi do badania markerami réznicowania, z
racji tego, ze komorki te wywodzg sie z melanocytéw. W pracy nr 1 stwierdzitam, ze aktywacja
receptora PPARY syntetycznym ligandem, ciglitazonem, indukuje w komérkach czerniaka zmiany
morfologiczne, charakterystyczne dla dojrzatych melanocytéw (wydtuzone wypustki dendrytyczne)
oraz zwiekszong ekspresje i aktywnos$¢ markeréw réznicowania: czynnika transkrypcyjnego
microphthalmia (MITF) i tyrozynazy. Zmianom tym towarzyszy zatrzymanie cyklu komdérkowego, a
takze przejsciowy wzrost, a nastepnie spadek ekspresji B-kateniny oraz zmniejszona zawartosc
tego biatka w jadrze komoérkowym po dtuzszej inkubacji z ciglitazonem. Wyniki te potwierdzaja
antagonizm pomiedzy PPARy a PB-katening, obserwowany wczes$niej w innym uktadzie
doswiadczalnym (Liu i Farmer 2004, Liu i in. 2006). W komérkach czerniaka szlak Wnt/B-katenina
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dziata onkogennie, a wiec zahamowanie proliferacji moze by¢ wynikiem ograniczenia aktywnosci
tego szlaku.

Tematem pracy nr 9 jest natomiast rola receptora PPARx w regulacji melanogenezy
w komodrkach upigmentowanego czerniaka mysiego B16 F10. Gtéwnym odkryciem
prezentowanym w tej pracy jest zauwazenie dwodch zjawisk: po pierwsze, ze stopien pigmentadji
komorek (zawarto$¢ melaniny) jest odwrotnie proporcjonalny do poziomu ekspresji PPAR, a po
drugie, ze syntetyczny ligand dla PPARx obniza pigmentacje, ale w sposéb catkowicie niezalezny
od PPARx. Fenofibrat obniza poziom biatek zaangazowanych w melanogeneze: MITF, tyrozynazy,
biatka TRP1 /gp75 (tyrosinase-related protein1) i tautomerazy dopachromu (TRP2/Dct). Wyniki
wskazujg réwniez, ze na intensywnos$é melanogenezy ma wptyw PGC-1a: im wyzsza ekspresja tego
biatka oraz udziat formy aktywnej (nieacetylowanej), tym wieksza zawarto$¢ melaniny
w komérkach. Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze w odréznieniu od PPARY, wptyw PPARa na
pigmentacje jest negatywny, a zjawisko to jest maskowane przez réwniez hamujace
melanogeneze, ale niezalezne od receptora dziatanie fenofibratu. Zdolno$¢ do produkcji melaniny
ma znaczenie ochronne dla komodrek i jest zwigzana z opornoscig czerniaka na leczenie
chemioterapeutykami (zjawisko gromadzenia lekéw w melanosomach, z dala od ich
molekularnego celu dziatania, jakim najczesciej jest DNA) oraz na radioterapie (neutralizacja przez
melanine wolnych rodnikéw tlenowych tworzonych w trakcie naswietlania). Z tego wzgledu
zablokowanie melanogenezy w komorkach czerniaka moze mie¢ potencjalne zastosowanie

tera peutyczne.

4.3.4. Omoéwienie ewentualnego wykorzystania wynikéw prac wchodzacych w skfad

osiggniecia naukowego

Wykazanie antynowotworowego dziatania fenofibratu oraz wyjasnienie, przynajmniej czesciowe,
molekularnych podstaw tego dziatania sg gféwnym rezultatem doswiadczalnych prac
habilitacyjnych, o charakterze aplikacyjnym. Wspdtczesna terapia przeciwnowotworowa, pomimo
stale dokonujagcego sie postepu w zakresie skutecznosci, selektywnosci i bezpieczenstwa
stosowania, wcigz pozostaje bezradna w przypadku wielu nowotworéw, w tym  ztodliwych zmian
pochodzenia neuroektodermalnego, takich jak glejaki czy czerniaki. Odpowiedzig na ten problem
jest z jednej strony poszukiwanie nowych lekéw precyzyjnie trafiajgcych w stabe punkty komérek
nowotworowych, ale z drugiej strony réwniez analiza sprawdzonych, od dawna stosowanych
klinicznie lekéw pod kgtem catkiem nowych zastosowan. Ta druga $ciezka badawcza wpisuje sie¢ w
trend, okreslany czasem w literaturze jako ,teaching old drugs new tricks" (Gupta i in. 2013).
Podejécie to ma szereg zalet, m.in. wykorzystuje leki sprawdzone i na ogét bezpieczne lub takie,
ktorych skutki uboczne sg dobrze znane i mozliwe do zminimalizowania. Nie bez znaczenia jest
rowniez wymierna korzy$¢ ekonomiczna, gdyz leki stare, dostepne jako preparaty generyczne, sa

znacznie tansze niz nowe substancje objete patentami. Zastosowanie fenofibratu jako leku
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wspomagajacego standardowg chemioterapie ma duze szanse przynies¢ korzystne efekty
terapeutyczne. Przyktadem takiego zastosowania mogtaby by¢ procedura umieszczenia w miejscu
po resekcji guza biodegradowalnej matrycy uwalniajgcej fenofibrat przez dtugi czas, dzigki czemu
mozliwe jest osiggniecie w miejscu docelowym statego wysokiego stezenia substancji czynne;.
Takie rozwigzanie proponujemy w pracy nr 6.

Wskazanie, ze fenofibrat w postaci estru izopropylowego, a nie jako kwas fenofibrowy (po
deestryfikacji) silnie dziata na metabolizm mitochondrialny i wykazuje tendencje do lokalizowania
sie w btonach fosfolipidowych (praca nr 5 i 6), ma tez bardzo wazne konsekwencje. Moze to stac
sie przestankg do syntezy analogéw fenofibratu o wiekszej hydrofobowosci, niepodatnych (lub
mniej podatnych) na hydrolize prowadzong przez esterazy komérkowe.

Wyniki $wiadczgce o antymelanogennym, niezaleznym od siebie dziataniu receptora PPARx
oraz fenofibratu (praca nr 9), réwniez zachecajg do klinicznego wykorzystania tego zjawiska
w terapii czerniaka. Obecno$¢ melaniny chroni komorki czerniaka przed skutkami promieniowania
jonizujgcego i generowanych w trakcie naswietlania wolnych rodnikéw, w zwigzku z czym
zahamowanie melanogenezy przyczynia sie do zwiekszenia wrazliwosci komoérek czerniaka na
radioterapie (Rozanowska i in. 1999, Brozyna i in. 2008, Brozyna i in. 2013). Sama melanina ma
rowniez zdolnod$¢ pochtaniania i wigzania w swojej strukturze lekéw cytostatycznych
i chemioterapeutykéw, ktére sg w konsekwencji gromadzone w melanosomach. W ten sposéb
preparaty te nie wchodzg w kontakt ze zwigzkami docelowymi (kwasami nukleinowymi) i zostaja
pozbawione aktywnosci (Svensson i in. 2003, Chen i in. 2006, Xie i in. 2009). Jest to jeden z
mechanizmoéw lekoopornosci czerniaka. Zahamowanie melanogenezy poprzez zastosowanie
fenofibratu jako leku wspomagajgcego zaréwno chemio- jak i radioterapie mogtoby stanowic¢
przyczynek do poprawy skutecznosci tych dwu, najczedciej stosowanych w przypadku czerniaka,
form leczenia. W tym miejscu warto zauwazy¢, ze fenofibrat z jednej strony indukujac w komaorkach
czerniaka pewne cechy charakterystyczne dla réznicowania (zahamowanie proliferacji, ruchliwosci i
inwazyjnosci), a z drugiej strony blokujagc melanogeneze, moze byc¢ ogniwem faczagcym rdzne

strategie leczenia czerniaka.

Podsumowujac, wyniki zawarte w cyklu prac habilitacyjnych pozwalajg uznaé, ze postawiony
cel naukowy zostat zrealizowany, a najwazniejsze wnioski mozna sformutowac nastepujaco:

. fenofibrat w sposéb niezalezny od PPARa blokuje oddychanie mitochondrialne oraz
przestawia metabolizm komérek nowotworowych, co prowadzi do kryzysu
energetycznego

. fenofibrat, lecz nie jego metabolit kwas fenofibrowy, ma zdolno$¢ lokowania sie
w btonach fosfolipidowych zmieniajac ich parametry fizyczne, a przez to i cechy
biologiczne

. fenofibrat indukuje w komérkach nowotworowych pochodzenia neuroektodermalnego

biosynteze i sekrecje ciat ketonowych, co jest o tyle wazne, ze do tej pory zdolnos¢ do
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ketogenezy byfa przypisywana tylko niektérym wyspecjalizowanym typom komérek, takim
jak hepatocyty czy astrocyty

o aktywacja receptora PPARY wiacza program réznicowania komorek linii melanocytarne;
w odréznieniu od PPAR«x, ktérego poziom ekspresji i aktywnos¢ sg odwrotnie
proporcjonalne do pigmentag;ji

. fenofibrat w sposéb niezalezny od PPARx hamuje ekspresje gendw szlaku melanogenezy
i zmniejsza poziom pigmentacji komdrek czerniaka

Wszystkie te rezultaty przemawiaja za zastosowaniem fenofibratu jako leku wspomagajgcego

konwencjonalna terapie czerniaka i glejaka.

5. Omdwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Oproécz gtéwnego nurtu dziatalnosci badawczej skoncentrowanej wokét tematyki metabolizmu
komérek nowotworowych, w moim dorobku znajduja sie prace zrealizowane w ramach wspotpracy
naukowej prowadzonej zaréwno w zespole Katedry Biotechnologii Zywnosci Uniwersytetu
Rolniczego, czyli w moim obecnym miejscu zatrudnienia, jak i wczeséniej w okresie studidw
magisterskich i doktoranckich w Zaktadzie Biofizyki Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz stazy
badawczych w Center for Neurovirology, Temple University, Philadelphia, USA i Stanley S. Scott
Cancer Center, Louisiana State University Health Sciences Center oraz Louisiana Cancer Research

Center, New Orleans, USA. Publikacje te mozna podzieli¢ na 6 grup tematycznych:

1. Biologia komérek upigmentowanych (w tym czerniakéw) i melanogeneza

2. Dziafanie insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1) na komorki prawidtowe i
nowotworowe pochodzenia neuroektodermalnego

3. Mechanizmy naprawy uszkodzert DNA w komérkach nowotworowych

4. Organoidy jelitowe otrzymane z zarodkéw kurzych jako narzedzie w badaniu fizjologii nabtonka
przewodu pokarmowego

5. Dziatanie bioaktywnych zwigzkéw zawartych w zywnosci (fityniany, enzymatycznie generowane
pochodne inozytolu, cytrynina, katechiny, & tokoferol) na wybrane aspekty funkcjonowania
organizmu i komorki

6. Zastosowanie preparatow enzymatycznych do ekstrakcji pektyn z materiatu roslinnego

Przed uzyskaniem stopnia doktora moje zainteresowania naukowe koncentrowaty sie
w duzej mierze wokét procesu melanogenezy i pigmentacji komérek jako markera ich stopnia
zroznicowania, zwtaszcza w kontekscie transformacji nowotworowej. W trakcie studidéw
magiesterskich najbardziej ciekawita mnie biologia nowotwordw, zarébwno w ujeciu teoretycznym

(matematyczne modelowanie wzrostu guza), jak doswiadczalnym. Podejscie teoretyczne w biologii
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wigze sie¢ z formutowaniem matematycznych modeli opisujacych zjawiska biologiczne. W tej
dziedzinie udato mi sie réwniez wigczy¢é w projekt matematycznego opisu ruchu miesdni klatki
piersiowej podczas oddychania, ktéry zostat zrealizowany pod kierunkiem dr hab. Jana

Grabackiego z Instytutu Mechaniki Budowli (Wydziat Inzynierii Ladowej Politechniki Krakowskiej).

Publikacja z tej tematyki:
Grabacki J., Zdeb J., Grabacka M. (2000) Mechaniczny model procesu oddychania. Acta of
Bioengineering and Biomechanics 2 Suppl. 1: 203-209. (IF brak, 3 pkt MNiSW)

Jedli chodzi o dziatalno$¢ eksperymentalng, to pierwsze kroki w tej dziedzinie stawiatam w
Zaktadzie Biofizyki Instytutu Biologii Molekularnej UJ (pdzniejszego Wydziatu Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii UJ). Korzystajgc z przyjaznej i twodrczej atmosfery staratam sie aktywnie
uczestniczy¢ w badaniach tam realizowanych. Pod kierunkiem dr hab. Przemystawa Ptonki oraz
prof. dr hab. Krystyny Urbanskiej pracowatam na dwoch réznigcych sie stopniem pigmentacji
liniach chomiczego czerniaka Bomirskiego (BHM - Bomirski Hamster melanoma): amelanotycznej
BHM Ab i melanotycznej BHM Ma oraz liniach czerniaka gerbili. Prace obejmowaty m.in badanie
zaleznosci pomiedzy poziomem kwaséw sjalowych ogdtem (total sialic acid, TSA) oraz frakg;ji
kwaséw sjalowych zwigzanych z lipidami (lipid-associated sialic acid, LASA) w surowicy krwi
a stanem zwierzat z guzem pierwotnym czerniaka rosngcym w réznych lokalizacjach (podskérnie,
w przedniej komorze oka) i stadiach zaawansowania choroby (przed i po pojawieniu sig
przerzutéw). Kwasy sjalowe wchodzg w skfad komponentéw cukrowych glikoprotein i glikolipidéw
eksponowanych na zewnetrznej powierzchni btony komaérkowej. Komorki nowotworowe, w tym te
znajdujgce sie w krwiobiegu w trakcie rozsiewania sie z guza pierwotnego ztuszczajg ich fragmenty,
przez co poziom TSA i LASA moze miec znaczenie prognostyczne w wielu typach nowotwordw.
Nasze badania wykazaty istotny statystycznie spadek wartosci LASA/TSA u chomikéw
z czerniakiem w poréwnaniu ze zwierzetami zdrowymi, niezaleznie od lokalizacji i stopnia

zaawansowania choroby.

Publikacja z tej tematyki:

Matysik A., Toczolowski J., Grabacka M., Pajak S., Romanowska — Dixon B., Urbanska K., Solski J.,
Jakubowska- Stolarska B. (2001) Evaluation of serum sialic acid fractions as markers for Bomirski
Melanoma Progression in hamsters. Eksperimentalnaya ta Klinichna Fizjologia i Biochimia 1(13): 24—
26. (IF brak; pkt MNiSW brak)

W czasie studiéw rozpoczetam réwniez badania nad wptywem syntetycznych ligandéw dla
receptoréow PPARs (fenofibrat, bezafibrat, ciglitazon) na fizjologie komérek czerniaka w hodowli
oraz w warunkach in vivo. Badania te realizowane byly we wspdtpracy z dr Wojciechem Placha oraz
prof. dr hab. Piotrem Laidlerem z Katedry Biochemii Lekarskiej Collegium Medicum UJ. W tym
okresie udato mi sie zaobserwowac niezwykle interesujgcy skutek doustnego podawania

fenofibratu, jakim byto prawie trzykrotne obnizenie liczby przerzutéw z podskoérnie rosngcego guza

20


http://m.in

Zatacznik 2

czerniaka BHM Ma (Grabacka i in. 2004). Byto to pierwsze doniesienie na temat
antymetastatycznego dziatania fenofibratu w w warunkach in vivo. Kontynuacjg tych prac byta
realizacja projektu zatytufowanego ,Analiza intensywnosci melanogenezy w ludzkich i zwierzecych
komoérkach czerniakéw traktowanych/nietraktowanych ligandami receptoréw aktywowanych
proliteratorami peroksysomoéw”, na ktérego realizacje uzyskatam finansowanie z Komitetu Badan
Naukowych w latach 2002-2003, bedgc wowczas na studiach doktoranckich. W Zaktadzie Biofizyki
prowadzilismy wtedy takze pilotazowe badania nad wptywem fenofibratu na pigmentacje tkanek
guzéw pozyskiwanych od chomikéw, wykonujagc pomiary zawartosci melaniny technika
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (ERP). Owocem mojej wspdtpracy
z dr hab. Przemystawem Plonkg byta réwniez praca przeglagdowa dotyczgca biosyntezy melanin
u mikroorganizméw (Plonka i Grabacka 2006), ktéra pozostaje jak dotagd moja najlepiej cytowang
praca (126 cytowan, stan z dnia 31.01.2018).

Publikacje z tej tematyki:
Grabacka M., Placha W., Plonka P.M., Pajak S., Urbanska K., Laidler P., Slominski A. (2004) Inhibition
of melanoma metastases by fenofibrate. Arch Derm Res 296: 54-58. (IF 1,217; 9 pkt MNiSW)

Plonka, P. M., Grabacka M. (2006) Melanin synthesis in microorganisms — biotechnological and
medical aspects. Acta Biochim Pol 53 (3): 429-443. (IF 1,363; 10 pkt MNiSW)

Przed doktoratem odbytam réwniez staz naukowy w Center for Neurovirology, Temple
University, Philadelphia, USA, gdzie pracowatam w zespole kierowanym przez prof. dr hab.
Krzysztofa Reissa. Praktyka i doswiadczenie tam zdobyte byty dla mnie ogromng pomoca
w prowadzeniu dalszej kariery i inspiracja do samodzielnego stawiania pytan naukowych.
Tematyka realizowanych badan koncentrowata sie wokot roli insulinopodobnego czynnika wzrostu
(IGF-1) i aktywowanych przez niego szlakéw transdukcji sygnatu w regulacji proliferacji, ochrony
przed apoptozg, w tym neuroprotekcji oraz wptywu na procesy naprawy uszkodzern DNA.
Wszystkie te zjawiska byty badane zaréwno w komérkach prawidtowych jak i nowotworowych,
o réznym pochodzeniu histologicznym. Badania obejmowaty takze analize interakcji pomiedzy
biatkami wirulencji neuroonkogennego poliomawirusa JC a biatkami wchodzgcymi w skfad szlaku

sygnatowego receptora IGF-1.

Publikacje dotyczace tej tematyki:

Wang J.Y., Ho T, Trojanek J., Chintapalli J., Grabacka M., Stoklosa T., Garcia F.U., Skorski T., Reiss K.
(2005) Impaired homologous recombination DNA repair and enhanced sensitivity to DNA damage in
prostate cancer cells exposed to anchorage-independence. Oncogene 24: 3748 -3758. (IF 6,872; 24
pkt MNiSW)

Wang J.Y., Grabacka M., Marcinkiewicz C., Staniszewska |., Peruzzi F., Khalili K., Amini S., Reiss K

(2006) Involvement of alphal beta? integrin In insulin-like growth factor 1 — mediated protection of
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PC12 neuronal processes from tumor necrosis factor alpha induced injury. J Neurosci Res 83 (1): 7 —
18. (IF 3,476; 24 pkt MNiSW)

Fiorilli P., Patridge D., Staniszewska |., Wang J. Y., Grabacka M., So K., Marcinkiewicz C., Reiss K.,
Khalili K., Croul S. (2008) Integrins mediate adhesion of medulloblastoma cells totenascin and
activate pathways associated with survival and proliferation. Lab Invest 88: 1143-1156. (IF 4,580; 24
pkt MNiSW)

Wspodtpraca nawigzana podczas stazu w grupie prof. Reissa i zainicjowane przeze mnie tam
badania nad molekularnym mechanizmem dziatania fenofibratu na przerzutowanie komorek
czerniaka zaowocowaty zgromadzeniem wynikéw, ktére wykazywaty, ze zalezne od PPAR«
zahamowanie aktywnosci kinazy Akt jest odpowiedzialne za blokowanie proliferacji komdrek
czerniaka w hodowli adherentnej i wzrostu w warunkach braku kontaktu z podtozem, zmniejszenie
ruchliwosci i tempa migracji oraz zwigkszong podatno$¢ na czynniki proapoptotyczne. Wyniki

stanowity cze$¢ mojej rozprawy doktorskie;.

Publikacja z tej tematyki:
Grabacka M., Plonka P. M., Urbanska K., Reiss K. (2006) PPARx activation decreases metastatic
potential of melanoma cells in vitro via down regulation of Akt. Clin Cancer Res 12: 3028-3036. (IF

6,177; 24 pkt MNiSW)

Po doktoracie kontynuowatam wspétprace z grupa prof. Reissa, ktéra przyniosta wymierny
efekt w postaci kolejnych prac analizujgcych problem dziatania fenofibratu na szlaki sygnatowe
aktywowane przez receptor IGF-1, apoptoze oraz powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych

w komorkach glejakéw oraz rdzeniakow.

Publikacje z tej tematyki:
Urbanska K., Pannizzo P, Grabacka M., Croul S., Del Valle L., Khalili K., Reiss K. (2008) Activation of
PPARalpha inhibits IGF-I-mediated growth and survival responses in medulloblastoma cell lines. Int J

Cancer 123: 1015-1024. (IF 4,734; 24 pkt MNiSW)

Drukala J., Urbanska K., Wilk A., Grabacka M., Wybieralska E., Del Valle L., Madeja Z., Reiss K. (2010)
ROS accumulation and IGF-1R inhibition contribute to fenofibrate / PPARalpha — mediated inhibition
of Glioma cell motility in vitro. Mol Cancer 9:159. (IF 3,779; 32 pkt MNiSW)

Wilk A., Urbanska K., Grabacka M., Mullinax J., Marcinkiewicz C., Impastato D., Estrada J., Reiss K.
(2012) Fenofibrate-induced nuclear translocation of FoxO3A triggers Bim-mediated apoptosis in
glioblastoma cells in vitro. Cell Cycle 11: 2660-2671. (IF 5,321, 30 pkt MNiSW)

W dalszym ciggu moje zainteresowania badawcze obejmowaty roéwniez problematyke

biologii komérek upigmentowanych i role melanogenezy w fizjologii komérek skory, co pozwolito
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na kontynuacje owocnej wspdfpracy z z zespotem dr hab. Przemystawa Ptonki i dr hab. Agnieszki
Wolnickiej-Gtubisz z Zaktadu Biofizyki WBBiB UJ.

Publikacja z tej tematyki:

Wolnicka-Glubisz A, Pecio A, Podkowa D, Plonka PM, Grabacka M. (2013) HGF/SF increases number
of skin melanocytes but does not alter quality or quantity of follicular melanogenesis. PLoS One
8:e74883. (IF 3,534; 40 pkt MNiSW)

Krétko po obronie pracy doktorskiej, znalaztam zatrudnienie w Katedrze Biotechnologii
Zywnosci Uniwersytetu Rolniczego, gdzie pracuje do dzisiaj. Zmiana otoczenia byta dla mnie
okazjg do poszerzenia horyzontéw naukowych o tematyke z zakresu nauk o zywnosci i zywieniu,
oraz zagadnienia blize] zwigzane z przemystem. Udato mi sie aktywnie wigczy¢ w projekty

kolezanek i kolegow z Katedry i wzigé udziat w badaniach dotyczacych:

- opracowania metod hodowli organoidéw uzyskiwanych z nabtonka jelita zarodkéw kurzych, jako

modelu do analizy fizjologii przewodu pokarmowego:

Pierzchalska M., Grabacka M., Michalik M., Zyla K., Pierzchalski P. (2012) Prostaglandin E2 supports
growth of chicken embryo intestinal organoids in Matrigel matrix. Biotechniques 5: 307 - 315. (IF
2,399; 25 pkt MNiSW)

Pierzchalska M., Grabacka M. (2016) The potential role of some phytochemicals in recognition of
mitochondrial damage-associated molecular patterns. Mitochondrion. 30:24-34. (IF 3,704; 30 pkt
MNiSW)

Pierzchalska M., Panek M., Czyrnek M., Grabacka M. (2016) The Three-Dimensional Culture of
Epithelial Organoids Derived from Embryonic Chicken Intestine. Methods Mol Biol (Clifton, N.J.) (IF
brak, pkt MNiSW brak)

Pierzchalska M., Panek M., Grabacka M. (2017) Probiotic Lactobacillus acidophilus bacteria or
synthetic TLR2 agonist boost the growth of chicken embryo intestinal organoids in cultures
comprising epithelial cells and myofibroblasts. Comp Immunol Microbiol Infect Dis 53:7-18. (IF 1,875;
30 pkt MNiSW)

Panek M., Grabacka M., Pierzchalska M. (2018) The formation of intestinal organoids in a hanging
drop culture. Cytotechnology in press. DOI: 10.1007/s10616-018-0194-8. (IF 1,857; 20 pkt MNiSW)

- wptywu suplementacji pasz w mio-inozytol, fitazy oraz produkty enzymatycznej hydrolizy

fitynianéw na fizjologie kur niosek i kurczat brojleréw:

Zyla K., Grabacka M., Pierzchalska M., Dulinski R., Starzynska - Janiszewska A. (2013) Effect of inositol

and phytases on hematological indices and -1 acid glycoprotein levels in laying hens fed
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phosphorus-deficient corn-soybean meal based diets. Poultry Sci 91: 199-204. (IF 1,544; 40 pkt
MNiSW)

Zyla K, Dulinski R, Pierzchalska M., Grabacka M., Jozefiak D, Swiatkiewicz S. (2013) Phytases and
myo-inositol modulate performance, bone mineralization and alter lipid fractions in the serum of
broilers J Anim Feed Sci 22: 56-62. (IF 0,591; 20 pkt MNiSW)

- optymalizacji ekstrakcji pektyn w wyttokéw jabtkowych przy uzyciu wieloaktywnosciowych

preparatow enzymatycznych:

Wikiera A., Mika M., Grabacka M. (2015) Multicatalytic enzyme preparations as effective alternative
to acid in pectin extraction. Food Hydrocolloids 44: 156-161. (IF 3,858; 45 pkt MNiSW)

- wptywu dodatku antyutleniaczy stabilizujgcych ttuszcze (butylohydroskytoluen BHT, tokoferol,

katechiny pochodzace z herbaty zielonej) na trawienie i biodostepnosé zwigzkéw odzywcezych:

Mika M., Wikiera A., Antonczyk A., Grabacka M. (2017) Food stabilizing antioxidants increase nutrient
bioavailability in the in vitro model. J Am Col Nutr 36:579-585. (IF 2,107; 30 pkt MNiSW)

Jednoczednie w 2015 roku nawigzatam wspétprace z doc. inz Marcelg Capcarova
(Department of Animal Physiology, Faculty of Biotechnology and Food Sciences, Slovak University
of Agriculture, Nitra, Stowacja), ktorej grupa zajmuje sie badaniem dziatania toksyn pochodzenia
mikrobiologicznego, ktére moga zanieczyszczaé zywno$é, na fizjologie organizmu i komérki.
W ramach programu srodkowoeuropejskiej wymiany naukowej CEEPUS Ill w naszym laboratorium
goscita doktorantka z Nitry, a nasza wspofpraca zaowocowata wspdlng publikacja na temat
dziatania cytryniny i resweratrolu na proliferujgce oraz zréznicowane komorki linii Caco-2,

stanowigce model nabtonka jelita:

Bovdisova I., Grabacka M., Capcarova M. (2016) Interaction of citrinin and resveratrol and their effect
on Caco-2 cell growth. J Centr Eur Agric 17: 1287-1297. (IF brak; 14 pkt MNiSW)

6. Dziatalno$é dydaktyczna i organizacyjna

W moim zyciu zawodowym dziatalno$¢ dydaktyczna znajduje wazne miejsce, nie tylko z powodu
poczucia misji, ale tez z racji niebagatelnych naktadéw czasowych (330-450 zrealizowanych godzin
dydaktycznych rocznie, na etacie adiunkta). Uwazam, ze kontakt z ciekawymi $wiata mtodymi
ludzmi jest przywilejem nauczyciela akademickiego, ktéry pomaga zachowac otwarty umyst, ale
tez wymaga nieustannej pracy w zakresie samoksztalcenia. Staram sie stale podnosi¢ swoje
kwalifikacje w zakresie prowadzenia zaje¢ dydaktycznych, m.in. poprzez ukonczenie rocznego
studium pedagogicznego (rok akad. 2011/2012), organizowanego przez Centrum Pedagogiki i
Psychologii Politechniki Krakowskie;.
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W ramach realizacji zadan dydaktycznych prowadze zajecia (w formie wyktaddw, éwiczen

laboratoryjnych, ¢wiczen terenowych oraz seminariéw) dla studentéow réznych kierunkéw,

studiujgcych na Wydziale Technologii Zywnosci i Wydziale Biotechnologii i Ogrodnictwa

Uniwersytetu Rolniczego, studentéw zagranicznych przyjezdzajgcych w ramach programu Erasmus

oraz studentdw biotechnologii Wydziatu Inzynierii i Technologii Chemicznej Politechniki

Krakowskiej (Tabela 2). Czeé¢ z tych zajec przygotowatam samodzielnie i jest to mdj autorski wktad

w oferte dydaktyczng uczelni.

Tabela 2. Zestawienie prowadzonych zaje¢ dydaktycznych
Przygotowane samodzielnie wyktady

Enzymy zywnosci i ich analityka

Zastosowanie preparatéw enzymatycznych w technologii zywnosci
Biochemia biatek

Immunologia

Wprowadzenie do technik manipulacji DNA

Nowoczesne techniki analityczne w biotechnologii

Przygotowane samodzielnie ¢wiczenia laboratoryjne w ramach kurséw
Biotechnologia zywnosci

Nowoczesne techniki analityczne w biotechnologii

Immunologia

Food enzymes

Projektowanie technologiczne zaktadéw przemystu spozywczego - produkcja
biotechnologiczna

Inne prowadzone zajecia

Biochemia

Wybrane zagadnienia z enzymologii w przetworstwie surowcéw pochodzenia
roslinnego i zwierzecego

Technologia enzymow

Wymiar godzinowy
15
20
15
15

15

15
15
10

30

60

30

15

Jedna z najbardziej twdérczych dziedzin aktywnosci dydaktycznej jest opieka nad

magistrantami oraz studentami wykonujgcymi prace inzynierskie. Uwazam, ze jest to réwniez

wazna Sciezka rozwoju naukowego dla uczonego. Do chwili obecnej liczba wypromowanych

przeze mnie magistrow wynosi 22 (w tym 13 uzyskujgcych stopien magistra inzyniera

biotechnologii oraz 9 magistra inzyniera technologii zywnosci), natomiast 33 studentéw uzyskato
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pod moim kierunkiem stopien inzyniera (11 z biotechnologii, 22 z technologii zywnosci
i pokrewnych kierunkéw realizowanych na Wydziale Technologii Zywnosci). Dwie promowane
przeze mnie studentki otrzymaty Il nagrody w konkursie na najlepsza prace magisterska
w konkursie im. prof. Franciszka Nowotnego, organizowanym przez Matopolski Oddziat
Wojewddzkiego Stowarzyszenia Naukowo-Technicznego Inzynieréw i Technikéw Przemystu
Spozywczego (rok 2013 i 2015). Czeé¢ z tych studentéw byta przeze mnie zaangazowana
w realizacje projektéw i zostali wspétautorami publikacji. Dzieki ciggtej wspotpracy
w pracownikami Zaktadu Biofizyki WBBiB Uniwersytetu Jagiellonskiego zdarza mi sie recenzowad
prace magisterskie tam realizowane: pod kierunkiem dr hab. Przemystawa Ptonki (2 prace) oraz dr

hab. Anny Wisniewskiej-Becker (1 praca).

Oproécz opieki indywidualnej nad studentami, biore réwniez udziat w pracach komis;ji
przeprowadzajgcych egzaminy inzynierskie dla studentéw kierunkéw: Technologia zywnosci
i zywienie cztowieka, Bioinzynieria i bioprocesy oraz Biotechnologia, oceniajagc odpowiedzi
z dziedziny biotechnologii zywnosci. Wtaczytam sie takze we wspotprace z kotem naukowym
studentéw Biotechnologii ,Helisa”, z siedzibg na Wydziale Biotechnologii i Ogrodnictwa UR,
a takze z Samorzadem Doktorantéw Uniwersytetu Rolniczego podczas organizacji IV
Miedzynarodowej Konferencji Doktorantéow ,Wielokierunkowo$é badan w rolnictwie i lesnictwie”
w 2015 roku. W ramach dziatalnosci popularyzatorskiej bratam udziat w przygotowaniu w nasze;j
Katedrze warsztatéw laboratoryjnych dla dzieci w wieku szkolnym, obejmujacych izolacje DNA
z zywnosci przetworzonej i nieprzetworzonej, prowadzonych podczas ,Matopolskiej Nocy
Naukowcow”, 27.09.2013.

W ramach obowigzkéw nauczyciela akademickiego bratam lub obecnie biore udziat
w dziatalnoéci organizacyjnej prowadzonej na Wydziale Technologii Zywnosci Uniwersytetu

Rolniczego, jako cztonek komisji:
* Wydziatowej Komisji ds. Funduszu Stypendialnego (2009-12, 2012-15)
* Wydziatowej Komisji ds. Wspoétpracy Miedzynarodowej (2016-20)
* Grupy Inicjatywnej ds. Pozyskiwania Funduszy

Oprécz tego, jednym z moich osiggnieé byta organizacja Wydziatowe] Pracowni Biologii
Molekularnej i Pracowni Hodowli Komdrkowych, stworzonej w 2008 roku. Bytam odpowiedzialna
m.in. za plan aranzacji pomieszczen, sporzadzenie listy niezbednego wyposazenia i aparatury
o okreslonych parametrach, a takze wspdtprace z pracownikami Dziatu Aparatury, Dziatu
Zamowien Publicznych oraz przedstawicielami firm oferujacych poszukiwane przez nas urzadzenia,

w trakcie finalizowania zakupu sprzetu.
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7. Podsumowanie catosci dorobku naukowego

Wsréd wszystkich wymienionych w tym autoreferacie publikacji, ktére powstaty przy moim udziale,
autorem pierwszym i korespondencyjnym bytam w 9 pracach, pierwszym autorem (ale nie
korespondencyjnym) w 1 pracy, autorem nadrzednym (ang. senior author) w 5 pracach.

Podsumowanie danych bibliograficznych dorobku przedstawia tabela 3.

Tabela 3. Zestawienie dorobku publikacyjnego

Cykl publikacji Pozostate prace kaczny dorobek naukowy

(osiagniecie naukowe)

Liczba IF MNiSW | Liczba IF MNiSW | Liczba IF MNiSW
Doswiadczalne 5 17,867 124 18 53,921 455 22 69,931 559
Teoretyczne 0 - - 1 - 3 1 - 3
Przegladowe 4 5,768 60 2 5,067 40 6 10,804 100
Rozdziaty w 0 - - 1 - - 1 - -
monografiach
anglojezycznych
Doniesienia 0 4 4
konferencyjne
opublikowane w
czasopismach,
widoczne w
bazie Web of
Science
Razem 9 23,635 184 26 58,988 498 35 82,623 682
W tym: - - - 9 19,105 94 9 19,105 94
dorobek przed
doktoratem
Pod doktoracie 9 23,635, 184 17 39,883 404 26 63,518 588
Indeks Hirscha 13
Catkowita liczba cytowan (wg Web of Science, 7.03.2018) 593
Bez autocytowan 542

/’M”"’/‘;’ 6’“"%
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