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1. Imig i Nazwisko
Agnieszka Ewa Sliwinska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

Dyplom - magister biologii, specjalnos¢ biochemia,

Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska,

Uniwersytet t.édzki, 2004,

Tytut pracy magisterskiej: "Geny metaloproteaz macierzowych MMP-1 i MMP-9 oraz receptora
B-3 adrenergicznego w cukrzycy typu 2"

Stopien naukowy doktor nauk medycznych,

Wydziat Lekarski,

Uniwersytet Medyczny w todzi, 2008tytut rozprawy doktorskiej: ,Wplyw gliklazydu na
uszkodzenia i naprawe DNA w limfocytach prawidiowych, oséb chorych na cukrzyce typu 2 i
komorkach nowotworowych (B-TC-6 i PANC-1)"

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

15.11.2006 - 28.08.2009 — starszy referent techniczny,

Klinika Choréb Wewnetrznych z Oddziatem Diabetologii i Farmakologii Klinicznej
Wydziat Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia Podyplomowego

Uniwersytet Medyczny w todzi

01.09.2009 — 31.03.2012 — asystent

Klinika Chorob Wewnetrznych z Oddziatem Diabetologii i Farmakologii Kliniczne;
Katedra Nauk Klinicznych

Wydziat Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia Podyplomowego

Uniwersytet Medyczny w t.odzi

01.04.2012 — 31.08.2016 — adiunkt

Klinika Choréb Wewnetrznych, Diabetologii i Farmakologii Klinicznej
Katedra Nauk Klinicznych

Wydziat Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia Podyplomowego
Uniwersytet Medyczny w t.odzi

01.09.2016 — obecnie — adiunkt,

Zaktad Biochemii Kwaséw Nukleinowych
Katedra Genetyki Klinicznej i Laboratoryjnej
Wydziat Lekarski

Uniwersytet Medyczny w todzi

01.12.2017 — obecnie — adiunkt, p.o. kierownika
Zaktad Biochemii Kwasdw Nukleinowych
Katedra Genetyki Klinicznej i Laboratoryjnej
Wydziat Lekarski

Uniwersytet Medyczny w t.odzi
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4. Wskazanie osiggniecia® wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr.
65, poz. 595 ze zmianami):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego:

zMolekularne aspekty relacji cukrzyca typu 2 - nowotwory”

b) spis publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego:

H1. Szymczak |, Sliwinska A, Drzewoski J. DNA damage and efficacy of DNA repair in
patients with type 2 diabetes and coexisting colorectal cancer. 2014, Pol Arch Int Med;124(7-
8):352-8. IF=2,121 MNiSW=30, cyt. 3

H2. Sliwinska A, Kasznicki J, Kosmalski M, Mikotajczyk M, Rogalska K, Przybylowska K,
Majsterek |, Drzewoski J. Tumour protein 53 is linked with type 2 diabetes mellitus. 2017,
Indian Journal of Medical Research.; 146: 237-243. IF=1,532, MNiSW=20, cyt. 0

H3. Drzewoski J, Drozdowska A, Sliwinska A. Do we have enough data to be confident that
there is any association between antidiabetic medications and cancer? 2011, Pol Arch Int
Med.; 121: 81-87, IF=1,367 MNiSW=10, cyt.13

H4. Sliwinska A, Rogalska A, Szwed M, Kasznicki J, Jozwiak Z, Drzewoski J. Gliclazide may
have an antiapoptotic effect related to its antioxidant properties in human normal and cancer
cells. 2012, Mol Biol Rep. 39(5):5253-67 Springer. IF 2,506 MNiSW=15, cyt. 17

H5. Sliwinska A, Rogalska A, Marczak A, Kasznicki J, Drzewoski J. Metformin, but not
sitagliptin, enhances WP 631-induced apoptotic HepG2 cell death. 2015, Toxicol In Vitro.
;29(5):1116-23 Elservier. IF=3,338 MNiSW=30, cyt.4

Punktacja wg list MNiSW oraz wspoélczynnik impact factor prac umieszczonych w
dysertaciji:

4 publikacje oryginalne o wartosci 95 punktéw MNiSW oraz wspétczynniku IF = 9,473

1 publikacja pogladowa o wartosci 10 punktéw MNiISW oraz wspétczynniku IF = 1,367

tacznie IF= 10,840, 105 punktéw MNiSW
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c) syntetyczne oméwienie publikacji wchodzgcych w sktad osiggnigcia naukowego

Wstep

Liczne badania obserwacyjne wskazujg na czeste wystepowanie niektérych typow
nowotworéw wsrod chorych na cukrzyce, zwtaszcza typu 2. Pierwsze doniesienia o zwigzku
cukrzycy z nowotworami pojawity sie w latach 30-tych ubiegtego wieku. Wyniki dostepnych
badan wskazujg, ze u chorych na cukrzyce ryzyko wystgpienia nowotworéw: trzustki, watroby,
jelita grubego, odbytu, endometrium, piersi, zotadka, ptuc i pecherza moczowego jest wyzsze
w poréwnaniu do oséb z normoglikemia. Stwierdzono réwniez, ze ryzyko zgonu z kazdej
przyczyny, zaréwno krotkoterminowe jak i dtugoterminowe, w okresie po chirurgicznym
usunieciu guza jest istotnie wyzsze wsréd chorych na cukrzyce. Jednak na pytanie, czy
cukrzyca typu 2 (ang. type 2 diabates mellitus, T2DM) zwieksza ryzyko rozwoju nowotworu,
nie ma przekonujgcej odpowiedzi. Mechanizmy tej asocjacji nie zostaty bowiem w petni
poznane. Nie uzyskano dotychczas w peini jednoznacznej odpowiedzi na decydujgcg role
przewlekiej hiperglikemii. Brakuje réwniez przekonujacych dowodéw na role niektérych lekow
hipoglikemizujacych w indukowaniu transformacji nowotworowej. Podkresla sig, ze trudnosci w
zidentyfikowaniu bezposredniej przyczyny rozwoju nowotworéw u chorych na cukrzyce
wynikajg z mnogosci roznych czynnikéw, a wérod nich srodowiskowych i genetycznych. Wyniki
badan eksperymentalnych i klinicznych wskazuja, ze gtéwnymi czynnikami ryzyka rozwoju
nowotworéw u chorych na T2DM jest insulinooporno$é z towarzyszgcym jej wtornym
hiperinsulinizmem i otyto$cia. W literaturze $wiatowej jest duzo doniesien sugerujgcych, ze leki
hipoglikemizujace stymulujgce sekrecje insuliny oraz preparaty insuliny egzogennej zwiekszajg
ryzyko transformacji nowotworowej. Z drugiej strony, metformina i niektére leki z grupy

tiazolidynedionow (TZDs), zwiekszajac insulinowrazliwosé, zagrozenie to redukuja.

Cel badan

Dane epidemiologiczne wskazuja, ze zachorowalnosé zaréwno na T2DM i na
nowotwory stata sie jednym z najpowazniejszych probleméw wspétczesnych spoteczenstw.
Pomimo istotnego postepu wiedzy o mechanizmach rozwoju obu choréb, nie udaje sie
skutecznie zatrzymaé tego groznego zjawiska. Ze wzgledu na naukowsg, Kkliniczng i
ekonomiczng range tego problemu, gtownym celem moich badan bylo poszukiwanie
molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za zwigzek cukrzycy typu 2 z
nowotworami. Wyniki uzyskane w przeprowadzonych przeze mnie badaniach i wyptywajgce z

nich wnioski omawiam ponizej:
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H1 “DNA damage and efficacy of DNA repair in patients with type 2 diabetes and coexisting

colorectal cancer”

Jednym z najczesciej rozpoznawanych nowotworéw u chorych na T2DM jest rak jelita
grubego (ang. colorectal cancer, CRC) [Larsson i wsp. 2005]. Wsrdd wielu przyczyn tej groznej
koegzystencji wymienia sie najczesciej insulinooporno$¢ [Yehuda-Shnaidman i Schwartz,
2012). Istotne znaczenie przypisuje sie réwniez stresowi oksydacyjnemu, bedacemu
konsekwencjg przewlektej hiperglikemii. Udowodniono, ze w wyniku dziatania stresu
oksydacyjnego dochodzi do powstania uszkodzen DNA. Zaburzenia naprawy DNA i kumulacja
uszkodzen stanowig jeden z kluczowych elementdéw spustowych w procesie karcynogenezy.
Celem badania opisanego w publikacji H1 byta ocena poziomu uszkodzerin DNA endogennych,
oksydacyjnych i indukowanych nadtlenkiem wodoru oraz efektywnosé naprawy uszkodzen
DNA w limfocytach krwi obwodowej izolowanych od czterech grup oséb: (1) z potwierdzonym
wspotistnieniem T2DM z nowotworem jelita grubego (CRC), (2) tylko z CRC, (3) tylko z T2DM,
oraz (4) os6b zdrowych (kontrola).

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzitam, ze limfocyty chorych na CRC z i bez
wspotistniejacej T2DM (grupa 1 i 2) oraz limfocyty chorych na T2DM (grupa 3)
charakteryzowaty sie podwyzszonym poziomem podstawowych i oksydacyjnych uszkodzen
DNA w poréwnaniu do poziomu wykrywanego w limfocytach oso6b zdrowych (grupa 4) (Ryc.
1A). Najwyzszy poziom uszkodzen podstawowych i oksydacyjnych wystepowat w limfocytach
chorych na T2DM i CRC (grupa 1). Zanotowatam takze podwyzszony poziom uszkodzen DNA
indukowanych przez nadtlenek wodoru w grupach: 1, 2 i 3 w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(grupa 4) (Ryc.1B,1C). Obserwacja ta przemawia za zwigkszong wrazliwoscig na dziatanie
stresu oksydacyjnego zaréwno chorych na T2DM, jak i CRC.

W kolejnym etapie moich badan analizowatam kinetyke naprawy uszkodzen DNA
wywotanych przez nadtlenek wodoru. Zaobserwowatam, ze limfocyty pacjentéow z CRC,
niezaleznie od wspc')hNystepowani‘a T2DM (grupa 1 i 2), nie byly w stanie usung¢ uszkodzen
DNA w ciggu 2-godzinnej inkubacji naprawczej. Natomiast, limfocyty pacjentéw chorujgcych
tylko na T2DM (grupa 3) usunety czes¢ uszkodzen DNA wywotanych przez nadtlenek wodoru.
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Rycina. 1.Poziom uszkodzeri DNA endogennych (A)

i indukowanych HxO; (B,C) w limfocytach pacjentow:
chorych na: T2DM i CRC, chorych na CRC,
chorych na T2DM i oséb zdrowych (kontrola) .

a,b,c p<0,05 w poréwnaniu do kontroli; d,e,f p<0,05

w poréwnaniu do T2DM; g,h,i p<0,05 w poréwnaniu do CRC
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Rycina. 2. Efektywno$¢ naprawy uszkodzer DNA

wywotanych H,O; w limfocytach oséb zdrowych (A), chorych
na T2DM (B), chorych na CRC (C) i chorych na T2DM i
CRC (D). a, b p<0,05 w pordéwnaniu do kontroli negatywne;j.

Whyniki uzyskane w omawianym badaniu wspieraja hipoteze, ze przewlekia

hiperglikemia ,per se” oraz za pos$rednictwem stresu oksydacyjnego moze wywotywac

uszkodzenia DNA. Zatozenie to wspiera m.in.: badanie Lorenzi i wsp., ktérzy wykazali, ze

ekspozycja komérek srodbtonka na glukoze o wysokim stezeniu wywotuje uszkodzenia DNA

[Lorenzi i wsp.1986]. Z kolei, Rehman i wsp., wykryli, ze w leukocytach chorych na T2DM

wystepuja typowe uszkodzenia DNA, ktére powstajg pod wptywem rodnika hydroksylowego

- jednego z najbardziej reaktywnych rodnikéw tlenowych [Rehman i wsp., 1999]. Zhang i

wsp. udowodnili, ze hiperglikemia indukuje mutageneze ludzkich komérek limfoblastycznych

i zasugerowali jej role jako czynnika odpowiedzialnego za zwigkszone ryzyko nowotworow u

chorych na cukrzyce [Zhang i wsp. 2007]. Zwraca uwage, ze Ribeiro i wsp. stwierdzili

podwyzszony poziom oksydacyjnych uszkodzenn DNA w tkance nowotworowej pobranej od

pacjentéw chorych na CRC [Ribeiro i wsp. 2008]. W oparciu o przedstawione dane

7
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literaturowe moge sadzi¢, ze uzyskane przeze mnie wyniki przedstawione w publikacji H1,
wspierajg stanowisko, ze przewlekta hiperglikemia u chorych na T2DM jest odpowiedzialna
jest powstawanie uszkodzen DNA.

Sugeruje sie réwniez, ze podwyzszony poziom uszkodzeri DNA u chorych na T2DM
moze by¢ spowodowany niewydolnoscia obrony antyoksydacyjnej [Tupe i wsp. 2014; Liu i
wsp. 2003] oraz zaburzeniami naprawy DNA. W badaniu H1 wykazatam, ze zaburzenia
naprawy DNA u chorych na CRC wystepowaty niezaleznie od T2DM. Wynik ten moze
sugerowacd, ze niewydolnos¢ naprawy DNA odgrywa dominujaca role w patogenezie CRC.
Wspieraja to wyniki badan, w ktorych wykazano, ze chorzy na CRC majg mutacje w genach
kodujgcych biatka uczestniczgce w naprawie DNA [Nemec i wsp. 2012; lacopetta i wsp.
2006]. Zatozenie to zostato potwierdzone w ostatnim czasie przez Knijnenburg i wsp.
[Knijnenburg i wsp. 2018]. Nalezy podkresli¢, ze u chorych na T2DM odnotowatam obnizong
efektywnosé naprawy DNA, ktdra rowniez moze znaczgco przyczyni¢ sie do powstawania
uszkodzen DNA.

W podsumowaniu, uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze zwiekszony poziom
uszkodzern DNA i obnizenie efektywnosci naprawy DNA u chorych na T2DM moze byc
istotnym czynnikiem zwiekszajgcym ryzyko rozwoju nowotworu jelita grubego. Badanie H1
przeprowadzone na limfocytach od chorych jednoczeénie na T2DM i nowotwor jelita grubego
byto pierwszym doniesieniem w pismiennictwie $wiatowym dotyczacym analizy uszkodzen i
naprawy DNA. Nalezy podkreéli¢, ze obserwacje te sa zgodne z wynikami innych autorow,
ktorzy ocenili poziom uszkodzert DNA u chorych na T2DM i inne, niz rak jelita grubego, typy
nowotwordw [Habib i Liang, 2014].

H2 “Tumour protein 53 is linked with type 2 diabetes mellitus”

Biatko p53 uwazane jest za jeden z gtéwnych markeréw biologii nowotworéw. Biatko
to jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktére w odpowiedzi na rézne rodzaje stresu
komoérkowego, w tym stres oksydacyjny, reguluje ekspresje wielu genow. Wykazano, ze
oprocz kontroli sciezek sygnatowych m. in. zwigzanych z cyklem komérkowym, naprawg
DNA, apoptozg i senescencjg, jest ono takze zaangazowane w regulacje¢ procesow
metabolicznych, w tym m.in. w przemiany weglowodanéw. Minamino i wsp wykazali ponadto,
ze biatko to uczestniczy w rozwoju insulinoopornoséci odgrywajacej jedna z podstawowych rol
w patogenezie T2DM [Minamino i wsp. 2009]. Uwzgledniajagc powyzsze obserwacje
postanowitam przeprowadzié wtasne badania, ktérych celem byto okreslenie poziomu biatka
p53 w surowicy chorych T2DM i jego zwigzku z klinicznymi i biochemicznymi parametrami tej

choroby.
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Poziom biatka p53 w surowicy krwi okreslitam u
225 chorych na T2DM i 255 oséb z prawidtowa
gospodarkg weglowodanowg, rasy kaukaskiej,
dobranych pod wzgledem wieku i ptci. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze poziom biatka p53 w surowicy
chorych na T2DM byt wyzszy w porownaniu do

0s6b bez cukrzycy — Ryc.3

Rycina.3. Poziom bialka p53 w surowicy chorych ﬁa T2DM

i 0séb bez cukrzycy

Stwierdzitam ponadto, ze zwiekszenie poziomu biatka p53 korelowato szczegdlnie silnie z

czasem trwania cukrzycy, wiekiem oraz wskaznikiem WHR — Tab. .

Tabela I. Korelacje pomiedzy poziomem biatka p53 i klinicznymi parametrami u chorych na T2DM i osob bez cukrzycy.

Variable T2DM group Control group N
p P P P
Age (y1) 0.160 0.041° B ~0.063 0.582
Body weight (kg) 0.050 0.542 —0.114 0.376
BMI (kg/m?*) 0.051 0.531 -0.179 0.165
Waist circumference (cm) 0.135 0.105 —0.119 0364
Hip circumference (cm) 0.003 0974 -0.178 0.173
WHR 0.194 0.019 =0.061 0.643
TC (mmol/1) -0.094 0244 —0.015 0.902
LDL (mmol1) -0.070 0.388 —0.098 0.434
HDL (mmol/1) 0.012 0.887 0.070 0.577
TG (mumol1) 0.001 0986 —0.009 0.941
FPG (mmol1) —0.098 0.211 —0.030 0.839
HbA, (%) —0.103 0.222
Drabetes duration (yr) 0.244 0.045°
*Significant corelation as assessed by the Spearman’s correlation method. P. spearman correlation coefficient: BMI. body mass index;
FPG. fasting plasma glucose; HDL. high-density lipoproten; LDL, low-density ipoprotein: TC. total cholesterol: TG, tnglycendes:
WHR. waist-to-lup ratio: HbA, | glycated haemoglobin

Wykonana analiza regresji logistycznej

wykazata ze, wystepowanie T2DM w najblizszej

rodzinie, podeszly wiek oraz wysoka warto§¢ WHR stanowig ztozony czynnik ryzyka

odpowiedzialny za zwiekszenie poziomu biatka p53 — Tab. II.

Tabela Il. Parametry kliniczne zwigzane z podwyzszonym poziomem biatka p53

Vanable Effect level Estimates SE P(LR) Wald's P OR 95% CI
Intercept B —5654 1793 - 0.002 0.004 0.000-0.118
Fanuly lustory of diabetes Presence 0.656 0.296 0.027 1.927 1.079-3 441
Age 0.025 0.011 0.591 0.025 1.026 1.003-1.049
WHR 3.103 1.578 0.857 0.049 22.262 1.009-490.978
Hosmer-Lemeshow test value=4.614. P=0.798. WHR. waist-to-hup ratio: OR. odds ratio: CI, confidence mterval: LR likelthood ratio;
SE. standard efror
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Tabela lll. Czynniki zwigkszajgce ryzyko rozwoju T2DM

\'anablt;- - - Effect level Estumates SE P (LR) W:.l'lt':i"rs P OR 95“0 7(177

Intercept -1.267 0.488 0.009 0.282 0.108-0.733

TG (mmol/l) 0.456 0.200 0.199 0.023 1.578 1.066-2.335

TP53 (ng/ml) 0.240 0.110 0.671 0.024 1271 1.024-1.579

BMI (kg/m*) 1 0.548 0.429 0.201 1.729 0.747-4.006
2 1721 0.466 0.000 5.558 2.242-13.928
3 —-0.234 0.522 0.655 0.792 0.284-2.203

BMI effect level - 1, normal: 2. overweight and obesity: 3. lack of data. The FPG. HbA, . fanuly hustory of diabetes were excluded

from logistic regression. Hosmer-Lemeshow test value=3.851. P=0.870. BMI. body mass mdex; TG. tnglycendes; OR. odds ratio;

CI. confidence mterval: LR. likelthood ratio: SE. standard error: FPG. fasting plasma glucose: HbA, , glycated haemoglobin:

TP53. tumour protein p53 I

Interesujgcych informacji dostarczyta takze kolejna analiza regresji logistycznej wskazujaca,
ze podwyzszony poziom biatka p53 oraz triglicerydow i BMI 2 25 kg/m? stanowia ztozony
czynnik zwiekszonego ryzyka rozwoju T2DM - Tab. Ill.

Wyniki uzyskane w omawianym badaniu wskazujg, ze obecnos¢ T2DM i czas je]
trwania zwigzane sg ze zwiekszonym poziomem biatka p53. Zatozenie to wspierajg
obserwacje innych autorow, ktérzy stwierdzili ze przewlekta hiperglikemia — klasyczny
marker T2DM - podobnie jak niektére inne stresory (np. uszkodzenia DNA, proces zapalny)
moze zwieksza¢ aktywnos¢ biatka p53 u chorych na T2DM [Vergoni i wsp. 2016, Sidarala &
Kowluru 2017]. Zaobserwowane przeze mnie relacje pomiedzy podwyzszonym stezeniem
triglicerydéw oraz wartosciami BMI i WHR a podwyzszonym poziomem p53 mogg sugerowac
zatem jego zwigzek z fenotypowymi markerami insulinoopornosci. Znaczenie biatka p53 w
patogenezie insulinoopornosci zostato szczegdlowo opisane miedzy innymi we wspolnej
publikacji [Strycharz i wsp. 2017 - zat. 3 Il A poz. 27]. Uwaza sie, ze insulinooporno$c¢ jest
jednym z podstawowych czynnikéw zwigzanych z T2DM, ktéry moze zwigkszac ryzyko
rozwoju nowotwordéw [Yehuda-Shnaidman i Schwartz, 2012]. Nalezy jednak zwréci¢ uwage
na sugestie Vergoni i wsp., ktérzy wykazali, ze to uszkodzenia DNA i aktywacja biatka p53
sg czynnikami spustowymi zaburzen metabolicznych prowadzacych do rozwoju
insulinoopornosci [Vergoni i wsp. 2016]. W moim badaniu (H2) nie oceniatam poziomu
uszkodzen DNA, nalezy jednak podkresli¢, Zze obserwacje innych autoréw oraz
doswiadczenia wlasne (patrz publikacja H1, Sliwinska i wsp. 2008, Zat. 3 Il A poz. 4),
wskazujg na podwyzszony poziom uszkodzert DNA u chorych na cukrzyce [Dandona i wsp.
1996]. Pragne podkresli¢, ze badanie H2 przeprowadzitam na duzej grupie chorych na
T2DM. Byta ona znacznie wieksza niz grupa pacjentow w jedynym dotychczas
przeprowadzonym badaniu oceniajgcym poziom biatka p53 u chorych na T2DM dostepnym
w Swiatowe;j literaturze [Dincer i wsp. 2009]. Ograniczona wiedza dotyczaca zwigzku T2DM z

nowotworami wymaga dalszych badan, w tym nakierowanych na wyjasnienie roli biatka p53
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w obu tych jednostkach chorobowych. Zagadnienie to jest przedmiotem podjetego przeze

mnie nowego programu badawczego.

H3 “Do we have enough data to be confident that there is any association between

antidiabetic medications and cancer?”

Whyniki badan klinicznych wskazujg, ze leki hipoglikemizujgce mogg wywieraé wptyw
na ryzyko rozwoju nowotworoéw. Niektére z nich moga zwieksza¢, inne zas, zwtaszcza
zwiekszajgce isulinowrazliwo$¢, ryzyko to zmniejszajg. Celem publikacji H3 byto
podsumowanie dostepnej wiedzy dotyczacej tego zwigzku. Podkreéli¢ jednak nalezy, ze w
kolejnych latach ukazato sie szereg opracowan poszerzajgcych wiedze dotyczgcy tego
niezwykle waznego problemu klinicznego. Niemniej jednak, pozostaje on nadal nie w petni

wyjasniony.

Insulina i analogi insufin

Whyniki badan podstawowych wskazujg, ze insulina stosowana zwtaszcza w supra-
fizjologicznych dawkach promuje wzrost komérek nowotworowych. Obserwacje kliniczne
sugerujg takze zwigzek insulinoterapii z wystepowaniem nowotworéw ztosliwych u chorych
na cukrzyce. Postuluje sie, ze ryzyko rozwoju choroby nowotworowe] jest zwigzane z
zaburzeniami w $ciezce sygnatowej insuliny. Hormon ten wykazuje powinowactwo zaréwno
do receptora insulinowego, jak i receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGFR1).
Efekt metaboliczny (fizjologiczny) insuliny zwigzany jest pobudzeniem szlaku PI3K (kinaza 3
fosfatydyloinozytolo-4,5-bifosforanu), z kolei, szlak MAPK (kinazy aktywowane mitogenami)
odpowiedzialny jest za wzrost i proliferacie komoérek. Wykazano, ze w insulinoopornosci
dochodzi do nadmiernej aktywacji szlaku MAPK, ktéry petni istotng role w karcynogenezie i
progresji nowotworu. Zjawisko to jest to szczegdlnie wazne z uwagi na wiekszg ilosc¢
receptordw insulinowych i IGFR1 na powierzchni komoérek nowotworowych w poréwnaniu do
komérek prawidtowych.

Analogi insuliny ludzkiej, w ktérych zmodyfikowano sekwencje pierwszorzedowa lub
wprowadzono modyfikacje innego typu, mogg rézni¢ sie odmiennym powinowactwem do
receptora insulinowego i IGFR1 w poréwnaniu do insuliny endogennej. Wykazano, ze
insulina glargine ma 6-8 razy wigeksze powinowactwo do IGFR1 niz insulina ludzka.
Skutkowaé to moze zaburzeniem rownowagi miedzy $ciezka metaboliczng a mitogenng.
Niektdre analizy badan klinicznych sugerowaty, ze insulina glargine moze zwiekszac ryzyko
wystapienia nowotwordéw. Sugestii tej zaprzeczyly jednak wyniki duzego badania klinicznego
ORIGIN [ORIGIN, 2012]. Insulina detemir, kolejny z dlugodziatajgcych analogéw insuliny
ludzkiej, charakteryzuje sie stabszym powinowactwem receptorowym i brakiem wplywu na
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rownowage pomiedzy sciezka metaboliczng a mitogenng. Thumaczy¢ to moze wyniki badan
dowodzgcych o braku zagrozenia procesem nowotworowym. Metaanaliza przeprowadzona
przez Wu i wsp. obejmujaca nie tylko randomizowane kontrolowane badania kliniczne, ale
rowniez badania kohortowe i kliniczno-kontrolne, wykazata jednak, ze leczenie insuling,
niezaleznie od jej typu, pocigga za sobg zagrozenie transformacjg nowotworowg [Wu i wsp.
2015].

Pochodne suffonylomaocznika i metaglinidy

Zaréwno, pochodne sulfonylomocznika, jak i metaglinidy, dziatajac na receptory SUR
na komoérkach 8 trzustki stymulujg uwalnianie insuliny z magazynéw wewnatrzkomoérkowych.
Wiadomo, ze w wyniku dziatania tych lekéw zwieksza sie ryzyko hipoglikemii i przyrostu
masy ciata. Wyniki badan obserwacyjnych sugeruja ponadto, ze pochodne
sulfonylomocznika, podwyzszajgc stezenie insuliny w krwiobiegu, mogg zwigekszac takze
ryzyko rozwoju nowotworu. Zagrozenie to zostato potwierdzone wynikami metaanalizy
przeprowadzonej przez Wu i wsp. oraz Chen i wsp. [Wu i wsp. 2015; Chen i wsp. 2017].
Zwracajg uwage rowniez wyniki badania kliniczno-kontrolnego przeprowadzonego przez
Chang i wsp., ktére wykazaty zwiekszone ryzyko wystgpienia nowotworu u chorych
leczonych pochodnymi sulfonylomocznika starszej generacji, nie za§ nowszych generacji
[Chang i wsp. 2012]. Spostrzezenie to znalazto potwierdzenie w badaniach
przeprowadzonych przez Monami i wsp., ktérzy wykazali mniejsze ryzyko rozwoju
nowotworéw u chorych leczonych gliklazydem [Monami i wsp. 2009].

Z uwagi na niewielki odsetek chorych leczonych metaglinidami, wiedza na temat ich
zwigzku z nowotworami jest bardzo ograniczona. Wyniki badania kliniczno-kontrolnego
Chang i wsp. sugerowaty, ze leki te podobnie jak insulina i pochodne sulfonylomocznika
moga zwiekszac¢ ryzyko wystgpienia nowotworu [Chang i wsp. 2012]. Zwiazku tego nie
potwierdzita metaanaliza przeprowadzona przez Wu i wsp. [Wu i wsp. 2015].

Leki inkretynowe

Do lekéw inkretynowych nalezg analogi GLP-1 (glukagonopodobny peptyd 1) i
inhibitory peptydazy dipeptydylowej 4 (DPP4). Analogi GLP-1 nasladujg naturalnie
wystepujgcy w przewodzie pokarmowym GLP-1. Hormon ten stymuluje komérki B8 trzustki do
sekrecji insuliny w odpowiedzi na bodziec pokarmowy. Z kolei, inhibitory DPP4 hamujg
rozktad GLP-1 i skutek ich dziatania jest analogiczny do dziatania analogéw. Wyniki badan
przedklinicznych, zaréwno in vitro jak i in vivo, sugeruja, ze leki inkretynowe moga zwiekszac
ryzyko rozwoju nowotworow trzustki. Zagrozenie to zostato jedynie potwierdzone dla
liraglutydu przez wyniki metaanalizy przeprowadzonej przez Lindblad i wsp. [Lindblad i wsp.

2017]. Metaanaliza Zhang i wsp. nie wykazata jednak, ze analogi GLP-1 zwigkszajg zaréwno
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ryzyko zapalenia trzustki i nowotwordw tego narzadu. Sugeruje sie natomiast ze, inhibitory
DPP-4 mogg zwieksza¢ ryzyko zapalenia trzustki [Zhang i wsp. 2017]. Badania
doswiadczalne sugeruja, ze sitagliptyna moze chroni¢ przed rozwojem nowotwordw jelita
grubego [Femia i wsp. 2013]. Z uwagi na pojedyncze badania przedkliniczne i brak
dtugoterminowych badan klinicznych, sformutowanie jednoznacznej opinii dotyczacej ryzyka
rozwoju nowotworéow u chorych leczonych lekami inkretynowymi, w tym sitagliptyny jest
trudne. Zgodnie z zaleceniami FDA i EMA obowigzuje monitorowanie wszelkich skutkow
leczenia pacjentow ta stosunkowo nowg grupg lekéw hipoglikemizujacych.

Metformina

Lekiem pierwszego wyboru w terapii T2DM jest metformina, dimetylowa pochodna
biguanidu, wprowadzona do leczenia w 1957 roku. Mechanizm hipoglikemizujacego
dziatania metforminy polega na hamowaniu watrobowej glukoneogenezy. Ponadto,
metformina zwieksza wrazliwos¢ hepatocytéw, miocytéw i adipocytoéw na insuling. Nie tylko
badania przedkliniczne, ale réwniez kliniczne, sugeruja przeciwnowotworowe wiasciwosci
tego leku. Odnotowano rowniez, ze dotaczenie metforminy do terapii insuling powoduje
obnizenie ryzyka rozwoju nowotworu [Currie i wsp. 2009]. Wykazano takze cytotoksyczne
dziatanie metforminy wobec réznych komérek nowotworowych. Zaobserwowano ponadto, ze
metformina zastosowana jako adjuwant moze wzmacnia¢ dziatanie chemioterapeutykow
[lliopoulos i wsp. 2011]. Wydaje sie, ze wtasciwosci przeciwnowotworowe nie zalezg jedynie
od wptywu tego leku na stezenie glukozy we krwi. Szczegdlne znaczenie przypisuje sie
zwiekszaniu przez metformine insulinowrazliwosci.

Rozwaza sie szereg molekularnych mechanizméw dziatania tego leku. Jednym z
kluczowych wydaje sie by¢ hamowanie szlaku PI3K/AKtmTORC (mTOR, ssaczy cel dla
rapamycyny). Stwierdzono, ze zahamowanie szlaku mTORC w wyniku dziatania metforminy
moze by¢ zalezne lub niezalezne od aktywacji AMPK (kinazy aktywowanej przez AMP).

Przeciwnowotworowe dziatanie metforminy u chorych na T2DM wydawato sie by¢
dobrze udokumentowane wynikami metaanalizy przeprowadzonej przez Wu i wsp. [Wu i
wsp. 2015]. W ostatnim czasie pojawiajg sie jednak doniesienia o mozliwosci popetnienia
btedu systematycznego przy opracowaniu przeglagddéw systematycznych i metaanaliz

podwazajace ten zwigzek [Farmer i wsp. 2017].

Tiazolidynediony

Tiazolidynediony to agonisty steroidowych receptorow jadrowych PPARy
(peroksysomalne receptory aktywowane przez proliferator typu y), ktére petnig role
czynnikéw transkrypcyjnych regulujgcych metabolizm, proliferacje adipocytow oraz proces

zapalny. Gtéwnym skutkiem pobudzenia PPARy przez TZDs jest zwiekszenie
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insulinowrazliwosci. Uwzgledniajgc insulinooporno$¢ jako jeden z waznych czynnikéw
odpowiedzialnych za zwiekszone ryzyko nowotworu u chorych na T2DM sugerowano, ze
TZDs beda zmniejszaé ryzyko rozwoju nowotworu. Badania przedkliniczne sugerowaty, ze
TZDs hamujg proliferacje réznych typdéw komoérek nowotworowych. Jednak wyniki badan
klinicznych sg rozbiezne. Z jednej strony stwierdzono, ze TZDs podobnie jak metformina
redukujg ryzyko wystgpienia réznych nowotworéw [Wu i wsp 2015]. Z drugiej strony,
Ferwana i wsp. wykazali wzrost zachorowania na nowotwér pecherza moczowego wsrdd
leczonych pioglitazonem [Ferwana i wsp. 2013].

Inhibitory sodozaleznego kotransportera 2 glukozy (SGLT2)

Nowym podejsciem do leczenia T2DM jest zmniejszenie reabsorpcji glukozy w
kanalikach nerkowych. Dziatanie takie wykazujg inhibitory SGLT2, ktérym przypisuje sie
niezwykle korzystny w plyw na sercowo-naczyniowe punkty koricowe. Metaanaliza
krétkoterminowych randomizowanych badan klinicznych nie wykazata zwigzku pomigdzy
zwiekszonym ryzykiem rozwoju nowotworéw a przyjmowaniem tej grupy lekéw [Tang i wsp.
2017].

Podsumowujac, leki hipoglikemizujgce moga wywiera¢ wptyw na ryzyko rozwoju
nowotworéw u chorych na T2DM. Wyniki dostepnych badan sg jednak niejednoznaczne.
Najwiecej rozbieznosci dotyczy lekéw starszych, w tym insuliny, pochodnych
sulfonylomocznika i TZDs. Obawy o wystgpienie tego groznego dziatania niepozgdanego
dotycza takze i lekdw nowszych generacji. Zréznicowane stanowisko dotyczgce zwigzku
lekow hipoglikemizujgcych z ryzykiem rozwoju nowotworéw sktonito mnie do podjecia

wiasnych badan. Wyniki tych badan zostaty omoéwione w publikacjach H4 i H5.

H4 ,Giiclazide may have an antiapoptotic effect related to its antioxidant properties in human

normal and cancer cells”

Wyniki badan klinicznych wskazujg, ze terapia pochodnymi sulfonylomocznika
starszych generacji moze zwiekszaé ryzyko wystagpienia nowotworéw u chorych na T2DM.
Nalezy jednak zaznaczyé, ze pochodne sulfonylomocznika to duza i zréznicowana grupa
lekéw hipoglikemizujgcych, ktorych skutki dziatania, w tym niepozadane, sg zréznicowane.
Przyktadowo wykazano, ze gliklazyd, w przeciwienstwie do glibenklamidu, chroni komérki B
trzustki przed apoptoza [Del Guerra i wsp. 2007]. Ponadto, jego oddziatywanie z receptorem
SUR1 jest krotkotrwate i przejsciowe. Dlatego, w przeciwienstwie do starszych pochodnych
sulfonylomocznika, nie wywotuje dtugotrwatego hiperinsulinizmu - [Gribble i wsp. 2003]. Jak
wspominano wczeéniej wysokie stezenia insuliny moga sprzyjaé rozwojowi nowotworow.

Niektorzy badacze sugerujg, ze umiarkowany wptyw na sekrecje insuliny oraz wtasciwosci
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antyoksydacyjne tego leku moga by¢ odpowiedzialne za zmniejszone ryzyko transformacji
nowotworowej. Celem pracy H4 byla ocena wptywu gliklazydu na proces apoptozy

indukowany przez stres oksydacyjny wywotany ekspozycjg komérek na nadtlenek wodoru.
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Rycina. 4. Wplyw gliklazydu i NAC na morfologie (A) komdrek $rédbtonkowa zyly pepowinowej (HUVEC), (B) komorek
nowotworowych piersi (Hs578T) i (B) trzustki (PANC-1) wywotane przez 200 uM Hz0..

Badanie przeprowadzono na nastepujgcych liniach komérkowych: ludzkie prawidtowe
komorki $rodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC), ludzkie komorki nowotworowe piersi
(Hs578T) i trzustki (PANC-1). Komoérki pre-inkubowano przez 1 godz. z gliklazydem lub N-
acetylocysteing (NAC), a nastepnie poddawano dziataniu nadtlenku wodoru. W badaniu
ocenitam zmiany morfologiczne komérek, poziom reaktywnych form tlenu (RFT), potencjat
btony mitochondrialnej (Aym) oraz wewnatrzkomorkowe stezenie jonéw Ca?*.

Nadtlenek wodoru powodowat zalezng od stezenia $mier¢ badanych komorek, przy

czym zachodzita ona gtéwnie na drodze apoptozy oraz czesciowo nekrozy — Ryc. 4. Wyniki
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mojego badania wskazujg, ze dziatanie nadtlenku wodoru skutkowato zwiekszeniem
poziomu RFT i jondéw Ca?* oraz zmniejszeniem Aym. Pre-inkubacja komoérek z gliklazydem i
NAC w znacznym stopniu zmniejszyta cytotoksyczne dziatanie nadtlenku wodoru.
Stwierdzitam, ze zaréwno gliklazyd i NAC zmniejszyty poziom RFT i jonéw Ca? oraz
przywrécity prawidtowy Aym. Skutkowato to zwiekszeniem odsetka zywych komérek.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w omawianym badaniu wskazuja, ze gliklazyd
poprzez zmniejszenie poziomu RFT chroni komérki przed apoptozg wywotang za
posrednictwem nadtlenku wodoru (stresu oksydacyjnego). Obserwacja ta jest zgodna z
wynikami uzyskanymi przez Noda i wsp., ktérzy wykazali, ze gliklazyd dzigki obecnosci
pierscienia amino-azabicyklo-oktylowego posiada zdolnos¢ do ,zmiatania wolnych rodnikow”
[Noda i wsp. 2000]. Pragne podkresli¢, ze w cyklu wczesniejszych badan zwiazanych z moja
praca doktorskg stwierdzitam, ze gliklazyd obniza poziom uszkodzerh DNA wywotanych przez
stres oksydacyjny [Sliwinska i wsp. 2006; Sliwinska A i wsp. 2008 - Zat. 3 IIA poz.3 i 4]. Nie
mozna zatem wykluczyé, ze lek ten poprzez korzystny wptyw na stres oksydacyjny, i wtérnie
na DNA, moze zmniejszaé, postulowane w badaniach klinicznych, ryzyko transformaciji
nowotworowej u chorych na T2DM.

H5 “Metformin, but not sitagliptin, enhances WP 631-induced apoptotic HepG2 cell death”

Whyniki licznych badan klinicznych i metaanaliz wskazujg, ze metformina zmniejsza
ryzyko rozwoju nowotworéw u chorych na T2DM. Zaobserwowano bowiem, ze lek ten dziata
antyproliferacyjne i cytotoksycznie na rézne komdérki nowotworowe. Z tego powodu
podejmowane sg proby stosowania metforminy jako adjuwanta w chemio- i radioterapii
niektérych nowotworéw. Zagadnienie zwiazku metforminy z nowotworami jest przedmiotem
wielu publikacji, w tym m.in. wielokrotnie cytowanego opracowania: Kasznickiego i wsp.
[Kasznicki i wsp. 2014 - zat 3 |lIC poz. 27]. Sitagliptyna, jest stosunkowo nowym lekiem
hipoglikemizujgcym nalezacym do inhibitoréw DPP-4, ktérej wptyw na ryzyko rozwoju
nowotworéw wzbudza =zainteresowanie poniewaz zaobserwowano, ze lek ten moze
zmniejszaé ryzyko rozwoju nowotworu jelita grubego u szczuréw karmionych dietg wysoko
tluszczowg [Femia i wsp. 2013]. Spostrzezenia te zainspirowaty mnie do oceny wptywu
metforminy i sitagliptyny na skutki cytotoksycznego dziatania pochodnej antracyklinowej
(WP631) na ludzkie komorki nowotworowe watroby (publikacja H5). Badanie
przeprowadzono na komadrkach HepG2, ktére w wyniku inaktywacji PTEN (homolog
fosfatazy i tensyny) i wtérnej hiperaktywacji Akt (kinaza biatkowa B, PKB), cechujg sie
wysokim potencjatem proliferacyjnym. Dlatego tez, komorki HepG2 stanowia model czesto
stosowany w badaniach komoérek nowotworowych opornych na dziatanie lekow

przeciwnowotworowych. Akt wykazuje dziatanie antyapoptotyczne, poniewaz fosforyluje i
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inaktywuje biatka proapoptotyczne (np. Bad) oraz blokuje proapoptotyczne dziatanie biatka
p53 poprzez fosforylacje jego inhibitora (MDM2). Ponadto, Akt zwieksza aktywno$¢ pro-
zyciowego czynnika transkrypcyjnego NF-xB, w wyniku fosforylaciji biatka IKK (inhibitora NF-
kB).

Sugeruje sie, ze antyproliferacyjne i cytotoksyczne dziatanie WP631 zwigzane jest z
zatrzymaniem cyklu komorkowego w fazie G2/M i indukcjg autofagii lub apoptozy w
zaleznosci od typu komorek nowotworowych. Badania molekularne wskazujg, ze
cytotoksyczne dziatanie WP631 zwigzane jest z czynnikami transkrypcyjnymi: NF-kB i
biatkiem p53. Biora one udziat w procesie $mierci komérek, w nastepstwie dziatania roznych
czynnikdéw genotoksycznych (np. promieniowanie lub chemioterapeutyki) [Chtourou i wsp.
2015]. Uwzgledniajac powyzsze spostrzezenia oraz sugerowane przeciwnowotworowe
dziatanie metforminy i sitagliptyny podjetam prébe oceny wptywu tych lekéw, stosowanych
pojedynczo i w skojarzeniu z WP631, na poziom NF-kB i biatka p53.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg, ze WP631 hamowat wzrost komorek HepG2.
Dziatanie antyproliferacyjne zaobserwowatam takze w przypadku ekspozycji komoérek na
metformine. Natomiast nie stwierdzitam tej reakcji w wyniku dziatania sitagliptyny.
Zaobserwowatam ponadto, wyrazne zwiekszenie odsetka martwych komérek HepG2

poddanych jednoczesnej ekspozycji na WP831 i metformine. Zwraca uwage, ze efekt ten

1201 A —e—wres1 wystepowat takze w przypadku zastosowania
—— WP B31+ 5 mM MET
i ——wraatsommmer  Nizszych stezen WP631 niz IC50 dla tej pochodnej
80 4 [ —8—WPG31+15mMMET
50 . antracyklinowej - Ryc. 5A. Nie zaobserwowatam
40 | natomiast zmian w przezywalnosci badanych
20 1 komoérek poddanych  dziataniu WP631 i
¥z i 100 hG o0 Sitagliptyny, w poréwnaniu do ekspozycji jedynie
eomcantestion of NP 631 [ab1] na WP631 — Ryc. 5B. Analiza cytometryczna
12 B ——wpe31 wykazata, ze $mier¢ komoérek HepG2 w
1:: et nastepstwie ekspozycji na WP631 i metforming
0 4 zachodzita gtéwnie na drodze apoptozy po 48
40 godz. inkubacji. Wydtuzenie inkubacji z WP631 i
“3 metforming do 72 godz. skutkowato $miercig
0

2 o e 480 200 hadanych komorek na drodze apoptozy i nekrozy.
concentration of WP 631 [nM]

Rycina. 5. Wplyw metforminy (A) i sitagliptyny (B) na
przezywalnos¢ komorek HepG2 hodowanych przez
72 godz. w obecnosci WP631

W celu wyjasnienia roli NF-kB i biatka p53 w apoptozie wywotanej przez badane leki
przeprowadzitam eksperymenty z zastosowaniem salicylanu sodu (SSA) i pifitryny a (PFTa).

SSA jest inhibitorem NF-xB, a PFTa hamuje biatko p53. Stwierdzitam, ze oba te zwigzki
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wywotywaty zalezng od stezenia $mieré komoérek HepG2. Zaobserwowatam ponadto, ze pre-
inkubacja komérek z SSA i PFTa wzmocnita cytotoksyczne dziatanie WP631 i metforminy.
Analiza cytometryczna wykazata, ze pre-inkubacja z SSA i PFTa komérek HepG2
poddanych dziataniu WP631 spowodowata zmniejszenie odsetka komorek apoptotycznych.
Natomiast, pre-inkubacja z badanymi inhibitorami nasilita apoptoze komorek eksponowanych
na metformine. Dodatkowo, SSA i PFTa zwiekszyty odsetek komérek apoptotycznych
poddanych dziataniu WP631 i metforminy. Zaobserwowatam, ze oba inhibitory wywotaty
nieznaczny wzrost apoptozy komérek HepG2 poddanych dziataniu jedynie sitagliptyny oraz
WP631 i sitagliptyny. Przeprowadzona przeze mnie analiza skutkéow dziatania badanych
lekéw na poziom NF-xB i biatka p53 wykazata wyrazny wzrost poziomu biatka p53 (ok. 8x) i
umiarkowane zwiekszenie poziomu NF-kB (ok. 4x) w komérkach poddanych dziataniu
WP631. Z kolei, ekspozycja komérek HepG2 na metformine, skutkowata blisko 8-krotnym
zwigkszeniem poziomu NF-kB, przy braku wptywu na poziom biatka p53. W komérkach
poddanych dziataniu WP631 i metforminy zanotowatam wyrazny wzrost poziomu NFxB (ok.
5x) i niewielki wzrost poziomu biatka p53 (ok. 2x). Sitagliptyna powodowata 8-krotny wzrost
poziomu biatka p53 i jedynie niespetna 2-krotny wzrost poziomu NF-kB. Jednoczesna
eskpozycja komérek nowotworowych na WP631 i sitagliptyne skutkowata duzym wzrostem
poziomu NF-kB (ok. 6x) i niewielkim zwiekszeniem poziomu biatka p53 (niespetna 2x).
Znaczgce obnizenie poziomu NF-xB wywotane pre-inkubacjg z SSA odnotowatam w
komorkach poddanych dziataniu WP631, metforminy, WP831 i metforminy oraz WP631 i
sitagliptyny. Natomiast, pre-inkubacja z PFTa skutkowata obnizeniem poziomu biatka p53 w
komorkach HepG2 eksponowanych na WP631 lub sitagliptyne.

Wyniki uzyskane w badaniu H5 sugerujg, ze metformina hamuje wzrost ludzkich
komérek nowotworowych watroby oraz nasila cytotoksyczne dziatanie pochodne;
antracyklinowej WP631. Podobne dziatanie zaobserwowat Vujic i wsp., ktdérzy na modelu in
vitro i in vivo wykazali, ze metformina zwigkszata skutecznos¢ przeciwnowotworowego
dziatania trametinibu [Vujic i wsp. 2015]. Zaobserwowatam ponadto, ze dotgczenie
metforminy do WP631 umozliwito zachowanie efektu cytotoksycznego tego zwigzku pomimo
zastosowania mniejszych stezen. Wyniki skutkéw tej interakcji pozostaja w zgodzie z
obserwacjami lliopoulos i wsp. wskazujgcymi, ze zahamowanie wzrostu komorek
nowotworowych jest mozliwe przy zastosowaniu zredukowanej dawki chemioterapeutyku
[lliopoulos i wsp. 2011]. Wyniki uzyskane w badaniu H5 wspierajg propozycje zastosowania
metforminy w celu wzmocnienia skutkéw farmako- i radioterapii nowotworéw.

Ekspozycja komoérek HepG2 na WP631 spowodowata znaczne zwiekszenie poziomu
biatka p53 oraz umiarkowane zwiekszenie poziomu NF-kB. Dziatanie metforminy na komorki
nowotworowe poddane ekspozycji na WP631 skutkowato zwiekszeniem poziomu NF-kB w
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stosunku do zmian wywotanych tylko dziataniem tej pochodnej antracyklinowej. Obserwacja
ta pozostaje w zgodzie z wynikami badan Hsieh i wsp. wskazujacymi na istotny udziat NF-kB
w hamowaniu inwazji komoérek nowotworowych watroby eksponowanych na dziatanie
sorafenibu i metforminy [Hsieh i wsp. 2014]. Uzyskane przeze mnie dane wskazujg ponadto,
ze w wyniku ekspozycji komorek HepG2 na WP631 i metforming, wzrost poziomu biatka p53
byt znacznie nizszy niz w wyniku dziatania samego WP631. Zjawisko to zaobserwowat
rowniez Nelson i wsp. sugerujgc, ze zmniejszenie ilosci biatka p53 spowodowane dziataniem
metforminy jest prawdopodobnie nastepstwem zwiekszenia aktywnosci AMPK i SIRT1.
Wykazano, ze SIRT1 powoduje deacetylacje Lys382 biatka p53, przyczyniajac sie do jego
degradacji [Nelson i wsp. 2012]. Ttumaczyé to moze zaobserwowany przeze mnie mniejszy
poziom biatka p53 w komérkach nowotworowych inkubowanych w srodowisku zawierajgcym
WP631 i metformine w poréwnaniu do komérek poddanych ekspozycji tylko na pochodng
antracyklinowa.

Ekspozycja komoérek HepG2 na sitagliptyne skutkowata duzym zwiekszeniem
poziomu biatka p53 i niewielkim wzrostem poziomu NF-kB. Jednoczesna inkubacja komérek
z WP631 i sitagliptyng nie powodowata zwiekszenia odsetka martwych komérek w stosunku
do ich ekspozycji tylko na WP631. Dodanie sitagliptyny do medium zawierajacego WP631
zwiekszyto poziom NF-kB i znacznie obnizyto poziom biatka p53 w stosunku do zmian
wywotanych tylko przez WP631. Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze wptyw metforminy i
sitagliptyny na badane czynniki transkrypcyjne réznit sie. Metformina powodowata wyrazny
wzrost poziomu NF-kB, przy braku wptywu na poziom biatka p53. Sitagliptyna wptywata
natomiast wyraznie na poziom biatka p53 i nieznacznie na poziom NF-kB. Obserwacja ta
sugeruje, ze odmienne dziatanie na poziom badanych czynnikow transkrypcyjnych moze,
przynajmniej czesciowo, ttumaczyé brak wptywu sitagliptyny na cytotoksyczne dziatanie
WP631.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazujg, ze metformina hamuje wzrost komérek
nowotworowych watroby in vitro oraz nasila cytotoksyczne dziatanie WP631. Sitagliptyna nie
wywiera natomiast toksycznego dziatania na komoérki HepG2. Nie zwigksza rowniez skutkow
dziatania badane] pochodnej antracyklinowej. Nie mozna wykluczyé, ze zaobserwowane
skutki dziatania metforminy i sitagliptyny mogg by¢ zwigzane z ich zréznicowanym wptywem

na poziom badanych przeze mnie czynnikéw transkrypcyjnych.

Whioski wyplywajace cyklu badan pt. ,Molekularne aspekty relacji cukrzyca typu 2 -

nowotwory”:

1. Zwiekszone ryzyko rozwoju nowotworéw u chorych na T2DM moze by¢ nastgpstwem
dziatania hiperglikemii i wtérnego stresu oksydacyjnego, skutkujacych zwiekszeniem

poziomu uszkodzen DNA i rownoczesnym ostabieniem zdolnosci ich naprawy.
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2. Obnizone ryzyko rozwoju nowotworéw u osoéb leczonych gliklazydem w stosunku do
innych pochodnych sulfonylomocznika moze by¢ wynikiem antyoksydacyjnego dziatania
tego leku.

3. Podwyzszony poziom biatka p53 u chorych na T2DM i jego zwigzek z czasem trwania
choroby, niektérymi parametrami antropometrycznymi i metabolicznymi moze wspieraé
sugestie niektérych badaczy wskazujace na jego role w patogenezie chorob zwigzanych
z przewleklg hiperglikemig i insulinoopornoscia.

4. Metformina, wptywajgc na poziom NF-kB i biatka p53, dziata toksycznie na komorki
nowotworowe i tym samym wzmacnia skutecznos¢ przeciwnowotworowego dziatania
pochodnej antracyklinowej WP631.

5. Sitagliptyna nie dziata toksycznie na komoérki raka watroby i nie wplywa na aktywnosé
przeciwnowotworowg WP631 pomimo, ze w potgczeniu z ta pochodng antracyklinowg
obserwuje sie jej wptyw na poziom NF-kB i biatka p53.

6. Molekularne mechanizmy relacji T2DM z nowotworami wymagajg, ze wzgledu na ich
ztozony charakter, dalszych badan eksperymentalnych i klinicznych.
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5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Prace badawczg rozpoczetam w 2002 r. bedac studentkg Il roku biologii na Wydziale
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lédzkiego. Pod opieka prof. Janusza Blasiaka,
kierownika Katedry Genetyki Molekularnej, prowadzitam badania  dotyczace
genotoksycznosci i cytotoksycznoéci substancji o dziataniu diabetogennym — alloksanu i
streptozotocyny. Wykazatam, ze obie substancje indukujg zalezng od dawki $mieré komérek
oraz wzrost poziomu peknie¢ jednoniciowych i dwuniciowych DNA oraz uszkodzen
oksydacyjnych DNA. Poziom uszkodzen wywotanych tymi substancjami malat w obecnosci
substancji antyoksydacyjnych, co wskazuje na udziat wolnych rodnikéw w generowaniu
uszkodzen DNA przez alloksan i streptozotocyne. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w
postaci 2 prac oryginalnych, ktérych jestem wspotautorem (zat. 3 Il A, poz. 1 i 2). Wyniki tych
badan byly réwniez prezentowane na konferencji naukowej (zat. 3, lll B, poz.1).

Przedmiotem moich badan w pracy doktorskiej wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. n.
med. Jézefa Drzewoskiego byta ocena wplywu gliklazydu na uszkodzenia i naprawe DNA.
Gliklazyd, lek hipoglikemizujacy nalezgcy do pochodnych sulfonylomocznika Il generacji,
stosowany jest u chorych na cukrzyce typu 2. Jego dziatanie polega na zwiekszeniu
wydzielania insuliny z komoérek B trzustki w wyniku wigzania sie z receptorem SURT1,
powodujacym zamkniecie kanatéw potasowych zaleznych od ATP, naptyw jondw wapnia do
komorek 3 i sekrecje insuliny. Co wazne, lek ten wykazuje réwniez wtasciwosci
antyoksydacyjne wynikajgce z jego struktury chemicznej (obecno$¢ pierscienia amino-
azabicyklooktylowego). Dziatanie antyoksydacyjne gliklazydu jest szczegélnie istotne z
uwagi na skutki hiperglikemii, ktére prowadza do uszkodzenia srédbtonka i rozwoju licznych
powikfan sercowo-naczyniowych towarzyszgcych cukrzycy. W swojej pracy jako pierwsza
wykazatam, ze gliklazyd zmniejsza poziom uszkodzeh DNA wywotanych przez czynniki
generujgc wolne rodniki (nadtlenek wodoru, MNNG, promieniowanie gamma i
streptozotocyne). Wykazatam rowniez, ze gliklazyd krétkotrwale i przejSciowo zwieksza
efektywno$é naprawy uszkodzen DNA w limfocytach prawidtowych i komérkach
nowotworowych. Badania wptywu gliklazydu na efektywnos¢ systemu naprawy DNA przez
wycinanie zasad (BER), przez wycinanie nukleotydow (NER) i przez niehomologiczne
taczenie koncéw (NHEJ) wykazaty nieznaczny wzrost efektywnosci w komérkach
nowotworowych i brak wptywu na naprawe w komorkach prawidtowych. Gliklazyd znaczaco
obnizyt poziom uszkodzerh DNA w limfocytach oséb chorych na cukrzyce typu 2 i zwiekszyt
efektywnos¢ naprawy uszkodzenn DNA wywotanych przez nadtlenek wodoru. Uzyskane
wyniki zostaty opublikowane w postaci 3 prac oryginalnych (zat.3 Il A, poz. 3,4,5), jednej

23



dr n. med. Agnieszka Sliwiriska Autoreferat — zat.2

przegladowej (zat. 3 Il C, poz. 21) oraz zaprezentowane na pieciu konferencjach naukowych
krajowych i zagranicznych (zat. 3 Ill B, poz. 3,4,6,7,8).

Jako doktorantka uczestniczytam rowniez w badaniach, ktérych celem byto zidentyfikowanie
mechanizméw odpowiedzialnych za oporno$¢ biataczek z ekspresjg onkogennej kinazy
tyrozynowej BCR /ABL na chemioterapeutyki i radioterapie. W przeprowadzonym badaniu
(zat. 3 Il C, poz. 24) okreslilismy efektywnos¢ naprawy podwojnych peknie¢ nici DNA
(DSBs): rekombinacji homologicznej (HRR) i naprawy przez niehomologiczne tgczenie
korncow (NHEJ). DSBs indukowane byty promieniowaniem y w dawkach 15 Gy i 25 Gy oraz
ekspozycjg na idarubicyne o stez. 0,5 i 1 uM. Badanie zostato przeprowadzone na ludzkich
komarkach biataczkowych wykazujgcych ekspresje BCR/ABL - K562 oraz CCRF-CEM, ktore
nie wykazujg ekspresji BCR/ABL. Ocena przezywalnosci testem MTT i proliferacji testem
klonogenno$¢i wykazata, ze komorki K562 byty oporne na promieniowanie y i idarubicyne.
Preinkubacja komérek K562 z inhibitorem kinazy BCR/ABL (gleevec, STI571) zwiekszyta
wrazliwos¢ komorek K562 na czynniki indukujgce DSBs. Analiza kinetyki naprawy DSBs
testem kometkowym wykazata, ze komérki K562 usuwaty uszkodzenia DNA efektywnigj niz
komorki CCRF-CEM. Z kolei, wyniki testu TAK wykazaty, ze naprawa DSBs za
posrednictwem HRR jest efektywniejsza w komorkach K562 w poréwnaniu do komérek
CCRF-CEM. Nie zaobserwowalismy réznic w efektywnosci NHEJ pomiedzy komérkami K562
i CCRF-CEM. Preinkubacja komoérek z STI571 zmniejszyta efektywnosé HRR w komérkach
K562, nie wptywata natomiast na efektywno$¢ NHEJ. Podsumowujac, uzyskane wyniki
wskazujg, ze jednym z mechanizmow odpowiedzialnych za oporno$é biataczek
wykazujgcych ekspresje BCR/ABL na chemio- i radioterapie jest zwiekszona efektywnosé
naprawy DSBs za posrednictwem HRR (zat. 3 Il C, poz. 24).

Po uzyskaniu stopnia dr n. med. swoje zainteresowania naukowe skupitam wokot:
plejotropowych witasciwosci metforminy, roli obrony antyoksydacyjnej w patogenezie
neuropatii cukrzycowej, molekularnych mechanizméw dziatania przeciwnowotworowego
epotylondw, roli zaburzen naprawy DNA w patogenezie choroby Alzheimera i depresiji,
cytotoksycznych i genotoksycznych wtasciwosciach nanoczasteczek, oraz roli modyfikacji
epigenetycznych w rozwoju cukrzycy i jej powiktan.

— Plejotropowe mechanizmy dziatania metforminy

Metformina to jeden z lekéw hipoglikemizujgcych stosowanych w leczeniu T2DM, ktéry poza
insuling, jest najdiuzej obecny na rynku farmaceutycznym. Ostatnie lata pokazujg, ze
zainteresowanie tym lekiem nieustannie wzrasta. Z jednej strony, zidentyfikowano
molekularne mechanizmy dziatania hipoglikemizujacego, tj. hamowanie kompleksu |

tancucha oddechowego, aktywacja AMPK, ktére opisatam w pracy przeglgdowej zat. 3 1l C,
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poz. 28. Z drugiej strony, pojawity sie doniesienia o przeciwnowotworowych wtasciwosciach
tego leku, ktore opisatam w publikacji zat. 3 Il C, poz. 27. Dodatkowo, z uwagi na wysoka
skutecznos¢ i niskie ryzyko wystepowania efektéw ubocznych poddano ponownej ewaluacji
bezpieczenstwo stosowania tego leku u chorych na T2DM. PrzeprowadziliSmy badanie
(zat.3 Il A, poz. 7), ktorego celem byta ocena czestoSci stosowania metforminy przez
pacjentéw z przeciwskazaniami do jego stosowania. Z 558 chorych na cukrzyce typu 2
wigczonych do analizy, 335 pacjentow przyjmowato metformine. 275 pacjentow przyjmowato
ten lek, pomimo obecnosci przeciwwskazan, co wazne chorzy nie zgtaszali powaznych
efektéw ubocznych, w tym kwasicy mleczanowej. Uzyskane wyniki wskazuja, ze metformina
jest lekiem dobrze tolerowanym przez pacjentéw nawet z tradycyjnymi przeciwwskazaniami
jak: niewydolnos¢ serca, przewlekta niewydolno$¢ nerek, niewydolno$¢ watroby, czy
uzaleznienie od alkoholu. Wyniki tej publikacji zostaty dostrzezone przez Amerykanskie
Towarzystwo Cukrzycy (American Diabetes Association), ktére w 2012 wprowadzito nowe
algorytmy leczenia cukrzycy (,Managing Diabetes and hyperglycaemia in the hospital
settinh. A Clinician’s Guide”).

— Znaczenie obrony antyoksydacyjnej i systemu naprawy DNA przez wycinanie zasad

azotowych (BER) w patogenezie neuropatii cukrzycowej

Neuropatia cukrzycowa jest przewlektym powiktaniem cukrzycy, powstajgcym w wyniku
dziatania hiperglikemii, prowadzacym do uszkodzenia witdkien nerwowych. Skutkiem czego
jest uposledzone czucie i ruch oraz funkcjonowanie waznych zyciowo narzadéw. Neuropatia
cukrzycowa stanowi przyczyne tzw. stopy cukrzycowej. WykazaliSmy, ze poziom uszkodzen
DNA, w tym oksydacyjnych, byt znaczgco wyzszy w limfocytach oséb chorych na cukrzyce z
wspdtistniejacg neuropatig w poréwnaniu do poziomu obserwowanego w limfocytach oséb
chorych na cukrzyce i oséb zdrowych. StwierdziliSmy réwniez obnizonag catkowitg obrone
antyoksydacyjng i aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej oraz peroksydazy glutationowej w
surowicy krwi oséb chorych na cukrzyce z wspotistniejacg neuropatia. Dodatkowo, limfocyty
oséb chorych na cukrzyce z wspdtistniejgca neuropatia miaty wyzszy poziom uszkodzen
DNA wywotany przez nadtlenek wodoru w poréwnaniu do chorych na cukrzyce lub
zdrowych, co wskazuje na zwiekszong podatno$¢ na stres oksydacyjny. Podsumowujac,
uzyskane przez nas wyniki (zat. 3 Il A, poz.6) potwierdzajg, ze stres oksydacyjny odgrywa
istotng role w patogenezie neuropétii cukrzycowej. W kolejnym badaniu ocenilismy
efektywnos$¢ naprawy DNA w limfocytach krwi obwodowej oraz wybrane polimorfizmy genéw
uczestniczgcych w systemie naprawy BER. WykazaliSmy obnizong efektywnos¢ naprawy
DNA w limfocytach oséb chorych na cukrzyce z wspotistniejacg neuropatia. Nosiciele
genotypu heterozygotycznego i zmutowanego genéw ADPRT i APE prezentowali obnizong

efektywno$é naprawy DNA. Wyniki przedstawione w tym badaniu wskazuja, ze zaburzenia
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naprawy DNA u pacjentéow z neuropatig cukrzycowg moga by¢ zwigzane z polimorfizmami
gendw uczestniczgcych w naprawie BER (zal. 3 Il A, poz.11). Dodatkowo, ocenilismy
polimorfizmy w regionach promotorowych gendéw kodujacych enzymy antyoksydacyjne
SOD1, Gpx1 i CAT oraz poziom tych biatek w surowicy krwi. Pacjenci z neuropatig
cukrzycowg mieli obnizony poziom badanych enzymoéw antyoksydacyjnych. Natomiast,
zaden z badanych polimorfizméw nie byt zwiazany z ryzykiem wystgpienia neuropatii
cukrzycowej (zat. 3 Il A, poz.9). Wyniki obejmujgce zagadnienie neuropatii cukrzycowej byty
prezentowane na zjazdach krajowych i =zagranicznych (zal. 3 1l B, poz.
9,10,11,12,13,14,15,17,18).

— Rola uszkodzen oksydacyjnych i naprawy DNA przez wycinanie zasad azotowych (BER)

w patogenezie choroby Alzheimera i depresiji

Wyniki badan wykazaty, ze jednym z molekularnych markeréw neurodegeneracji jest
podwyzszony poziom uszkodzen DNA, ktoéry zostat réwniez stwierdzony post-mortem w
tkance moézgowej oséb cierpigcych na chorobe Alzheimera. Jedng z przyczyn wzrostu
poziomu uszkodzen DNA jest niewydolnos¢ systemu naprawy DNA. Celem naszych badan
byta ocena poziomu uszkodzen oksydacyjnych i efektywnosci naprawy DNA w limfocytach
krwi obwodowej przy uzyciu testu kometkowego. Ocenilismy réwniez zwigzek polimorfizmow
12 gendw systemu BER z ryzykiem wystgpienia tej choroby. Do badania witgczono 105
cierpigcych na chorobe Alzhaimera i 130 zdrowych ochotnikow. WykazalisSmy, ze limfocyty
chorych na Alzhaimera mialy podwyzszony poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA.
Warianty polimorficzne C580T, A1196G genu XRCC1 oraz C977G genu OGG1 zwigzane
byty ze zwiekszonym poziomem uszkodzernn DNA. Podsumowujac, wykazalismy, ze stres
oksydacyjny i zaburzenia naprawy systemu BER, w tym polimorfizmy genu XRCC1 i OGGT,
stanowig przyczyne podwyzszonego poziomu uszkodzen oksydacyjnych u chorych na
Alzheimera (zal. 3 Il A, poz.16). Nastepnie, ocenilismy diagnostyczny potencjat 8-oksoG i
biatka OGG1 markeréw oksydacyjnych uszkodzerh DNA oznaczanych w probkach Krwi
obwodowej od 100 cierpigcych na chorobe Alzheimera i 110 zdrowych ochotnikéw. Wyniki
tego badania sugeruja, ze obwodowe markery uszkodzen DNA byly podwyzszone w grupie
badanej i moga odzwierciedla¢ zmiany zachodzgce w moézgu za posrednictwem stresu
oksydacyjnego (zat. 3 Il A, poz.14). Wyniki tego badania zostaly zaprezentowane na
miedzynarodowym kongresie w Filadelfii, ktory poswiecony byt chorobom osrodkowego
uktadu nerwowego (zat. 3 lll B, poz. 20). Po wyizolowaniu z krwi obwodowej genomowego
DNA i catkowitego RNA ocenilismy takze poziom ekspresji gendw systemu BER: hOGG1,
APE1, MUTYH, NEIL1, PARP1 i XRCC1 metodg gRealTime-PCR oraz poziom metylacji
regiondéw promotorowych tych gendéw metoda BSP-HRM (bisulfite converted DNA - High
Resolution Melting). Wykazalismy, ze poziom ekspresji APE1, hOGG1, MUTYH, PARP1 i
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NEIL1 byt znaczgco nizszy wsréd cierpigcych na Alzheimara w poréwnaniu do oséb
zdrowych. Jednak, obnizenie ekspresji nie byto zwigzane z poziomem metylacji w
promotorach badanych genéw (zat. 3 Il A, poz.19). Wyniki badan dotyczace roli uszkodzen
DNA i zaburzen naprawy DNA w patogenezie choroby Alzhaimera byly prezentowane na
zjazdzie migdzynarodowym w Brazylii (zat. 3 lll B, poz. 19).

Stres oksydacyjny i zaburzenia naprawy DNA prowadzgce do wzrostu poziomu uszkodzen
DNA zwigzane sg rowniez z patogeneza depresji (zal. 3 Il A, poz.15). W badaniu
obejmujgcym 43 chorych na depresje i 59 zdrowych ochotnikow wykazalismy podwyzszony
poziom uszkodzen DNA w limfocytach oséb chorych na depresje w poréwnaniu do zdrowych
ochotnikow. Sposrod 12 analizowanych SNP gendw systemu BER, Zaden nie byt zwigzany
ze zwiekszonym poziomem uszkodzern DNA. Z kolei, efektywnos¢ naprawy DNA byta
znaczgco nizsza w limfocytach osob chorych na depresje. Co ciekawe, wsréd chorych na
depresje, ktérzy mieli efektywnosé naprawy DNA wyzszg niz Srednia, zaobserwowalismy
istotne roznice wérdd nosicieli genotypow C977G genu hOGG1 i G972C genu MUTYH.
Natomiast, wéréd chorych na depresje, ktérzy mieli efektywnos¢ naprawy DNA nizsza niz
srednia, istotne réznice byty wsréd nosicieli genotypow T2285T genu PARP1 i C -7T genu
LIGT.

— Molekularne mechanizmy dziatania przeciwnowotworowego epotylondw

Epotylony to antybiotyki makrolidowe o dziataniu cytostatycznym. Epotylony wigzg B-
tubuling, przez co hamujg depolimeryzacje mikrotubul i nastepnie synteze wrzeciona
kariokinetycznego uniemozliwiajgc wedrowke chromosomoéw homologicznych powodujgc
zatrzymanie mitozy. W przeprowadzonym badaniu (zat. 3 Il A, poz.8) okreslilismy
mechanizmy dziatania EpoA i EpoB w poréwnaniu do paklitakselu w komoérkach
nowotworowych jajnika SKOV-3. Wykazalismy, ze antyproliferacyjne dziatanie EpoA i EpoB
jest od 5-6 razy wieksze niz paklitakselu. Indukcja apoptozy i nekrozy komérek SKOV-3
zwigzana byta z generacjg RFT oraz zmiang potencjatu btony mitochondrialnej.
Przeciwutleniacze (N-acetylocysteina) cze$ciowo hamowaty apoptoze i nekroze indukowang
przez EpoA i EpoB. W kolejnym badaniu (zat. 3 Il C, poz.29) przeprowadzonym na
komoérkach nowotworowych watroby HepG2 wykazaliSmy, ze pro-apoptotyczne dziatanie
EpoA zwigzane jest ze wzrostem poziomu biatka p53 i NF-kB. Wykazalismy réwniez, ze
ekspozycja komérek HepG2 na EpoA i metforming ma silniejszy efekt cytotoksyczny niz
kazdy z lekéw z osobna. Efektu tego nie zaobserwowaliémy w przypadku ekspozycji
komérek na EpoA i sitagliptyne. Jest to kolejne badania potwierdzajgce

przeciwnowotworowe wtasciwosci metforminy.
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— Cytotoksyczne i genotoksyczne wtadciwoséci nanoczgsteczek tlenkow metali — ZnO, AlOs
Produkty zawierajgce nanoczgsteczki s obecnie wykorzystywane przez cziowieka na
szerokg skale. Jednak ich wpltyw na organizm cztowieka nie zostat w petni poznany,
szczegolnie ich wiasciwosci cytotoksyczne i genotoksyczne. W badaniu (zat. 3 Il A, poz.12)
przeprowadzonym na limfocytach krwi obwodowej ocenilismy wptyw ZnO-NP i AlO3-NP na
zywotnosé tych komérek oraz poziom uszkodzen i efektywnos¢ naprawy DNA. Ocena
przezywalnosci przy uzyciu testu MTT i analizy cytometrycznej wykazata, ze 24-godzinna
ekspozycja na NP w stezeniach wyzszych niz 0,5 mM wywotata nieznaczny spadek
zywotnosci limfocytow. Zastosowana wersja alkaliczna, neutralna i 12.1 testu kometkowego
wykazata, ze ZnO-NP i Al,O3-NP indukujg zalezny od dawki wzrost jednoniciowych peknieé
DNA oraz oksydacyjnych uszkodzerht DNA. Limfocyty nie byty w stanie usunaé¢ w ciggu 120
min. inkubacji naprawczej uszkodzeri DNA wywotanych przez NP w stezeniu 0,5 mM.
Podsumowujac, ZnO-NP i Al.O3-NP nie dziataja cytotoksycznie w stezeniach do 0,5 mM, ale
moga dziata¢ genotoksycznie o czym $wiadczy obecnos$¢ oksydacyjnych uszkodzen DNA
oraz jednoniciowych peknie¢ DNA.

—  Zwigzek polimorfizmow wybranych genéw z chorobami kardiometabolicznymi

Metaloproteazy macierzowe biorg udziat w przebudowie macierzy zewnatrzkomaorkowej.
Proces ten odgrywa réwniez istotng role w powstawaniu blaszek miazdzycowych. W badaniu
oceniliSmy zwigzek dwoéch polimorfizmoéw substytucji: A/G i insercji 1G/2G w regionie
promotorowym genu MMP-1 a ryzykiem wystgpienia T2DM i choroby niedokrwiennej serce.
Ocenilismy takze poziom MMP-1 w surowicy chorych na T2DM z i bez towarzyszace;j
choroby niedokrwiennej serca i u oséb zdrowych. Genotypowaniem przy uzyciu RLFP-PCR
objelismy 115 chorych na T2DM, z czego 66 miato chorobe niedokrwienna serca oraz 120
ochotnikdéw o prawidtowe] gospodarce weglowodanowe]j bez choroby niedokrwiennej serca.
Wykazalismy, ze chorzy na cukrzyce mieli podwyzszony poziom MMP-1 w surowicy krwi,
ktory dodatnio korelowat z wystepowaniem choroby niedokrwiennej serca. Genotyp 2G/2G |
1G6/2G genu MMP-1 oraz allel G polimorfizmu A/G genu MMP-1 zwigkszat ryzyko
wystapienia choroby niedokrwiennej serca u chorych na T2DM. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze MMP-1 odgrywa istotng role w patogenezie choroby niedokrwiennej serca w cukrzycy

(zat. 311 C, poz.25).

Polimorfizmy w genach kodujgcych podjednostki biatka G (a, B i y) moga wptywac na
odpowiedz stymulowanych receptorow a2-adrenergicznych. Receptory te uczestniczg w
regulacji ciSnienia krwi. Celem przeprowadzonego badania (zat. 3 Il A, poz.10) byfo
okre$lenie zwigzku pomiedzy polimorfizmami pojedynczych nukleotydéw (SNP): rs11559300
(A7 G), rs199705300 (C / A), rs61754630 (C / T), rs13093 (C / A) i rs41284589 (C / T) genu
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kodujgcego podjednostke y5 G-biatka (GNG5) a ryzykiem nadci$nienia tetniczego w
populacji polskiej. Do badania zakwalifikowano 838 osdb, wéréd nich 536 pacjentow z
rozpoznanym nadcisnieniem tetniczym pierwotnym i 302 osoby z prawidtowym cisnieniem
tetniczym. Genotypowanie przeprowadzono metoda RFLP-PCR. Spo$réd badanych
polimorfizméw GNGS5, jedynie SNP rs13093 byt istotnie zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem
pierwotnego nadcisnienia (OR=2,91; CI95% 1,68-5,05; P = 0,0036). Wykazalismy takze, ze
allel T rs41284589 moze chroni¢ przed wystgpieniem hipertriglicerydemii (OR=0,32; 95% Cl,
0,1-0,9). Uzyskane wyniki sugeruja, ze rs13093 w regionie promotorowym GNG5 moze

zwiekszac ryzyko zachorowania na pierwotne nadci$nienie tetnicze w populacji polskie;.

- Znaczenie modyfikacii epigenetycznych w patogenezie choréb kardiometabolicznych
Epigenetyka zajmuje sie badaniem mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje ekspresji
genow i dziedziczenia pozagenowego. Regulacja ta odbywa sie za posrednictwem
chemicznych modyfikacji struktury chromatyny tzw. modyfikacji epigenetycznych
obejmujgcych potranslacyjne modyfikacje biatek histonowych, metylacje DNA i interferencje
microRNA. Modyfikacje epigenetyczne poprzez zmiane struktury chromatyny determinujg
dostepnosé czynnikow transkrypcyjnych do DNA przez co regulujg ekspresje genéw.
Modyfikacje epigenetyczne pozostajg pod wplywem czynnikéw Srodowiskowych np. diety,
hormonow czy ksenobiotykow. Zwigzek T2DM z otyloscig, szczegdlnie trzewng, jest
powszechnie znany. Jednakze, nadal nie wiadomo czy T2DM jest czynnikiem sprawczym
otytosci, czy jej wynikiem. Z tego powodu postanowitam okreslic wptyw hiperglikemii na profil
modyfikacji epigenetycznych w wisceralnych adipocytach. Uzyskane wyniki dostarczg
nowych informacji na temat przyczyn rozwoju T2DM. Znaczenie dotychczas
zidentyfikowanych modyfikacji epigenetycznych w patogenezie niektérych chordb
kardiometabolicznych szeroko opisatam w nastepujgcych publikacjach: zat. 3 llA, poz.
13,17,18,20. Dotychczas uzyskane wyniki byty prezentowane na krajowych konferencjach
(zal.3 1l B, poz. 22,23).

Shiai
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