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1.Imie i nazwisko
Anna Ptak
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Magister biologii, studia ukoriczone w 2002 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagielloriskiego w Krakowie, na podstawie pracy magisterskiej: Wpfyw hormonu wzrostu na IGF-I

indukowang sekrecje progesteronu w ciatku zéftym swini.

Doktor nauk biologicznych, tytut uzyskany w 2006 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie, na podstawie rozprawy doktorskiej: Charakterystyka i
mechanizm dziatania 4-chlorobifenylu (PCB3) oraz jego metabolitéw: 4’-hydroksy-4-chlorobifenylu,

3',4’-dihydroksy-4-chlorobifenylu (4’-OH-PCB3, 3',4’-diOH-PCB3) w steroidogenezie jajnika swini.
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1-10-2006 — 31-09-2009 - asystent naukowo-dydaktyczny w Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii
Rozrodu Instytutu Zoologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie

1-10-2009 - do chwili obecnej — adiunkt naukowo-dydaktyczny w Zakfadzie Fizjologii i Toksykologii
Rozrodu Instytutu Zoologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

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

zm.):

a) Tytuf osiggniecia naukowego
Udziat bisfenolu A i leptyny oraz ich wzajemnych interakcji w procesie progresji raka jajnika na

modelu linii OVCAR-3.
b) Autor/autorzy, tytut publikacji, nazwa wydawnictwa, rok wydania

1. Ptak A, Wrdbel A, Gregorészczuk EL. (2011) Effect of bisphenol-A on the expression of selected genes involved
in cell cycle and apoptosis in the OVCAR-3 cell line. Toxicology Letters. 10;202(1):30-5. Impact Factor,g;: 3.230;

Punkty MNiSW: 35; liczba cytacji: 21

2. Ptak A, Gregoraszczuk EL. (2012) Bisphenol A induces leptin receptor expression, creating more binding sites
for leptin, and activates the JAK/Stat, MAPK/ERK and PI3K/Akt signalling pathways in human ovarian cancer

cell. Toxicology Letters. 5;210(3):332-7. Impact Factor,qy,: 3.145; Punkty MNiSW: 35; liczba cytacji: 14



3. Ptak A, Kolaczkowska E, Gregoraszczuk EL. (2013) Leptin stimulation of cell cycle and inhibition of apoptosis
gene and protein expression in OVCAR-3 ovarian cancer cells. Endocrine. 43(2):394-403. Impact Factor,ga:

3.527; Punkty MNIiSW: 20; liczba cytacji: 7

4. Ptak A, Rak-Mardyta A, Gregoraszczuk EL. (2013) Cooperation of bisphenol A and leptin in inhibition of
caspase-3 expression and activity in OVCAR-3 ovarian cancer cells. Toxicology In Vitro. 27(6):1937-43. Impact

Factor;ps: 3.207; PunktyMNiSW: 30; liczba cytacji: 2

5. Ptak A, Hoffmann M, Grif:ca 1, Baré J. (2014) Bisphenol A induce ovarian cancer cell migration via the MAPK
and PI3K/Akt signalling pathways. Toxicology Letters. 2;229(2):357-65. Impact Factorsps: 3.355; Punkty
MNISW: 35; liczba cytacji: 0

¢) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omodwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Rak jajnika jest drugg (po raku piersi) przyczyng $mierci wsréd nowotwordw narzgdow
ptciowych u kobiet. Rocznie dotyka on okoto 3 500 kobiet i jest przyczyng okoto 2 500 zgondw
[Krajowy Rejestr Nowotworéw]. Ponad 95% nowotworéw ztosliwych jajnika ma pochodzenie
nabtonkowe, pozostate mogg wywodzi¢ sie z komorek rozrodczych albo ze sznuréw ptciowych.
Wsrod czynnikdw ryzyka wystepowania raka jajnika coraz czesciej wymieniana jest otytosc. Az 24 z 28
raportow epidemiologicznych wskazuje na zwigzek miedzy wystepowaniem raka jajnika i otytoscig
[1]. Tkanka ttuszczowa jest obecnie postrzegana nie tylko jako rezerwuar energii, ale takie jako
tkanka endokrynna, produkujgca szereg substancji. Do najwazniejszych z nich nalezg adipokiny, czyli
hormony regulujgce m. in. procesy metaboliczne i zapalne w organizmie, ale takze i estrogeny,
ktérych wysoki poziom zwieksza ryzyko wystepowania nowotworéw hormono-zaleznych (w tym tez i
raka jajnika). Pomimo sugerowanego hormonalnego mechanizmu tgczacego raka jajnika z otytoscia,
doktadny biologiczny mechanizm nie zostat dotychczas wyjasniony. Powyisze dane stanowily
inspiracje do podjecia badani nad rolg czynnikéw endogennych i egzogennych zwigzanych z otytosciag

w biologii raka jajnika.

Modelem doswiadczalnym w moich badaniach byta ludzka linia komdrkowa wyprowadzona z
nabtonkowego raka jajnika NIH:OVCAR-3, pochodzaca z kolekcji amerykanskiej (American Type
Culture Collection — ATCC). Pomimo istniejacej juz bardzo dokfadnej charakterystyki tej linii
komorkowej opracowanej przez grupe badawcza ze Standw Zjednoczonych [2], ponownie okreslitam
ekspresje podstawowych receptoréw steroidowych (receptoréw androgenowych, progesteronowych
i estradiolowych), uiywajac technik: PCR w czasie rzeczywistym oraz Westen blot. Wykazatam
ekspresje wszystkich wyzej wymienionych receptoréw zaréwno na poziomie genu jak i biatka (dane

niepublikowane). Ponadto, po raz pierwszy, wykazatam ekspresje receptordw leptyny (Ob-Rb,



izoforma dfuga; Ob-Rt, izoforma krotka receptora) na poziomie biatka w tej linii komérkowej. Tak

scharakteryzowana linia OVCAR-3 postuzyta mi jako model badawczy dla zaplanowanych badan.

Wsréd czynnikéw egzogennych moja uwage zwrdécit bisfenol A (BPA) naleigcy do
$rodowiskowych zwigzkéw endokrynnie czynnych tzw. endocrine disruptors i, jak wykazaty badania
ostatnich lat, do zwigzkéw zaangazowanych w rozwéj otytosci. O znaczacej roli ksenobiotykéw w
rozwoju tej choroby moze Swiadczy¢ wprowadzony przez Gruna i Blumberga w 2009 roku termin
»environmental obesogens”, ktéry charakteryzuje szereg zwigzkéw zaburzajgcych réwnowage
lipidowa organizmu, co w konsekwencji przyczynia sie do rozwoju otyfosci [3]. BPA uiywany jest
miedzy innymi do produkcji papieru termicznego, opakowari zywnosci, wypetnien stomatologicznych
oraz kosmetykow. Bedgc substancja lipofilng akumuluje sie on w tkance tluszczowej. Jego stezenie w
surowicy krwi oséb dorostych i dzieci wynosi 0,2-18,9 ng/ml (~0,5-50 nM) [4]. Wyisze steienia tego
zwigzku oznaczano w surowicy krwi kobiet otytych niz u kobiet szczuptych [5]. Ponadto, oznaczony
zostat on takie w plynie owodniowym, surowicy ptodowej, tkankach toiyska oraz w ptynie
pecherzykowym [4]. BPA wykazuje estrogenne wiasciwosci i podobnie jak endogenny estradiol,
charakteryzuje go tzw. U-ksztattna odpowied? na dawke [6]. Uwazam, ze poznanie mechanizmu
dziatania ,obesogenéw $rodowiskowych” oraz skutkéw, jakie mogg one wywotaé w przypadku
nowotworéw hormono-zaleznych (dla ktérych otytos¢ jest uznawana za czynnik ryzyka) jest obecnie

jednym z istotniejszych probleméw biologii rozrodu.

Nie opublikowano dotychczas badarni dotyczgcych wptywu BPA na proces proliferacii,
apoptozy oraz migracji komérek raka jajnika, w kontekscie proceséw zwigzanych z progresjg
nowotworu. Do doswiadczenn wybratam bardzo niewielkie, nanomolowe stezenia BPA, poniewai
odzwierciedlajg one $rodowiskowe narazenie ludzi na ten zwigzek. Ma to szczegdlne znaczenie, gdyz
wiele ksenobiotykow wykazuje swojg aktywno$¢ w bardzo niskich stezeniach [7]. W swojej pracy
wykazatam po raz pierwszy, ze BPA wykazuje dziatanie mitogenne w komdrkach OVCAR-3 poprzez
wptyw na ekspresje genéw zwigzanych z cyklem komérkowym. Genami najsilniej indukowanymi
przez BPA byty: cyklina CCND1, CCNA2 i CDK4; czynnik transkrypcyjny E2F1 i E2F3 oraz antygen PCNA;
wszystkie zaangazowane w progresje cyklu komdrkowego. Réwnoczesnie BPA najmocniej hamowat
ekspresje gendw P21CIP1, WEE1 i GADD45A, ktére nalezg do inhibitoréw cyklu komérkowego (Ptak i
inni, 2011, poz. 1). Jest to szczegdlnie interesujgce w $wietle danych literaturowych, ktére wskazuja
na to, ze niski poziom inhibitora p21 jest ztym czynnikiem prognostycznym u pacjentéw z rakiem
jajnika [8]. Ponadto, spadek ekspresji inhibitoréw cyklu komdérkowego, takich jak p21, p27 i p16, jest
czesto obserwowany w réinych typach nowotwordw i jest jedng z przyczyn ich niekontrolowanej

proliferacji [9]. Ponadto, brak danych literaturowych opisujacych zwigzek BPA z procesem apoptozy



w raku jajnika skfonit mnie do okreslenia jego wptywu na ten proces. W badaniach wtasnych
wykazatam, ze BPA hamuje aktywno$¢ enzymu wykonawczego, kazpazy-3, przez co ogranicza
mozliwos¢ wejscia komérki na droge apoptotycznej $mierci. Analizujac ekspresje gendéw zwiazanych z
tym procesem, wykazatam, ze BPA hamuje ekspresje pro-apoptotycznych gendw, takich jak: FAS,
FADD, RAIDD, CASP8, CASP10, CASP3, CASP6, CASP7, CAD, BAX, BAK1, BOK i APAF1. Jednoczesénie
wptywa on stymulujagco na ekspresje gendéw warunkujgcych przeiycie komérki, miedzy innymi

BCL2L1 oraz MCL1 (Ptak i inni, 2011, poz. 1).

Zmiany wiasciwosci adhezyjnych i wzrost zdolnosci migracyjnych majg zasadniczy wptyw na
inwazyjnos¢ nowotwordw ztosliwych. Istotng dla tego procesu grupe czasteczek powierzchniowych
stanowig kadheryny. W prawidtowym powierzchniowym nabtonku jajnika (ang. ovaria surface
epithelium, OSE) sktadnikiem potgczen przylegajacych jest typowa dla komérek mezenchymalnych N-
kadheryna, natomiast ekspresja E-kadheryny jest niska lub biatko to w ogdle nie wystepuje. Ta cecha
OSE sprzyja procesom naprawy uszkodzen nabtonka jajnika powstajacych w czasie owulacji [10]. W
komorkach OSE ze zmianami metaplastycznymi i dysplastycznymi oraz w komdrkach raka jajnika z
guzow pierwotnych wystepuje znaczny wzrost ekspresji E-kadheryny [11]. Jednak w komérkach
pobranych z przerzutéw ekspresja E-kadheryny jest czesto niewysoka lub niewykrywalna [12]. Tej
zmianie towarzyszy jednak pojawienie sig innej formy tej glikoproteiny, o przeciwstawnym dziataniu
do E-kadheryny, czyli N-kadheryny. Promuje ona ruchliwo$é i migracje komérek nowotworowych, a
wykrycie jej ekspresji jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym [13]. Za degradowanie
czgsteczek adhezyjnych w tym E-kadheryny, odpowiadajg metaloproteazy (ang. matrix
metalloproteinases, MMPs). Badania pokazujg, ze w raku jajnika szczegélnie waing role odgrywaja
MMP-2 i MMP-9 [14]. Jedn3 z najistotniejszych ich funkcji jest degradacja kolagenu typu IV, ktéry jest
gtownym sktadnikiem bfony podstawnej, w wyniku czego zniszczeniu ulega fizyczna bariera
uniemotliwiajgca komérkom migracje. Dlatego tez postanowitam okreéli¢ wplyw BPA na proces
migracji komoérek OVCAR-3 oraz zwigzanych z tym procesem kadheryn E i N, jak réwniez
metaloproteaz MMP-2 i MMP-9. W efekcie wykazatam, po raz pierwszy, ze BPA w dawkach
odzwierciedlajgcych jego rzeczywisty poziom w surowicy krwi u ludzi, stymuluje migracje komérek
OVCAR-3. W badaniach tych potwierdzitam réwniez zaangazowanie zaréwno MMP-2, jak i MMP-9, w
indukowany przez BPA proces migracji komdrek OVCAR-3. BPA stymulowat ekspresje zaréwno genu,
jak i biatka dla MMP-2 i MMP-9 oraz aktywno$é¢ obu metaloproteaz. Natomiast zastosowane
inhibitory zaréwno dla MMP-2, jak i MMP-9, znosity stymulujacy wptyw BPA na migracje komérek.
Obserwowatam réwniez, ze BPA zmienia stosunek kadheryn w komérkach OVCAR-3 na korzyé¢ pro-
inwazyjnej N-kadheryny poprzez podnoszenie jej ekspresji na poziomie genu i biatka (Ptak i inni,

2014, poz. 5). Podobne zmiany opisywane sg przez wielu badaczy w procesie migracji komérek



nowotworowych jako tzw. ,przetgczenie kadheryn” (ang. ,cadherin switch”) z pro-adhezyjnych E-
kadheryn na pro-migracyjne N-kadheryny. Ponadto, dane literaturowe wskazujg na zaangazowanie
szklakéw sygnatowych kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem/kinazy zaleinej od sygnatu
zewngtrzkomérkowego 1/2 (ang. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-related
kinase1/2, MAPK/ERK 1/2) oraz kinazy 3-fosfatydyloinozytolu/serynowo-treoninowa kinazy Akt (ang.
phosphatidylinositol 3-kinase/serine/threonine protein kinase, PI3K/Akt) w procesie migracji raka
jajnika [15,16]. Dlatego tez, w kolejnych badaniach, okreélitam zaangazowanie szlaku PI13K/Akt oraz
MAPK/ERK1/2 w stymulowang przez BPA migracje komdrek OVCAR-3. Wyniki tych badan wykazaty,
ze zastosowanie inhibitora ERK1/2 (PD098059) oraz PI3 kinazy (LY294002) znosi stymulujacy wptyw
BPA na migracje komodrek, aktywnos¢ MMP-2 i MMP-9, a takie na ekspresje biatka dla tych
metaloproteaz. Ponadto, stymulujgce dziatanie BPA na ekspresje biatka dla N-kadheryny po
zastosowaniu obu inhibitoréw zostato zniesione do poziomu kontroli. Wyniki te wykazaly, ie
dziatanie BPA na migracje komérek mediowane jest poprzez szlak PI3K/Akt oraz MAPK/ERK1/2 (Ptaki
inni, 2014, poz. 5). Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazuja, ze BPA odgrywa istotng role
w progresji raka jajnika poprzez stymulacje procesu proliferacji i migracji. Rezultaty moich badan
stanowig znaczny wkfad do istniejacej wiedzy na temat zaburzen, jakie moze spowodowaé bisfenol A
u ludzi. Prace te wiaczone w cykl stanowigcy osiagniecie naukowe wnoszg nowe dane o roli BPA w
procesie progresji raka jajnika oraz wskazuja na role jaka odgrywaja "environmental obesogens” w
nowotworach hormono-zaleznych, takich jak rak jajnika. Wyniki tych prac spotkaty sie z duzym
zainteresowaniem na migdzynarodowych warsztatach dotyczacych $rodowiskowych zwigzkéw
endokrynnie czynnych ,Copenhagen Workshop on Endocrine Disrupters — COW” (poz. 1I1.B.25; poz.
11.B.32).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze BPA jako ,environmental obesogen” zaangazowany jest w
progresje raka jajnika, dla ktérego otytos¢ jest wymieniana jako jeden z czynnikéw ryzyka. Dlatego
uwazam, ze nalezy dotozy¢ wszelkich staran aby rozszerzy¢ zapis Dyrektywy Komisji Europejskiej z
dnia 28 stycznia 2011 roku, w ktérej zakazuje sie stosowania bisfenolu A do produkcji butelek do
karmienia niemowlat. Jest to duiy postep w sprawie ograniczenia stosowania BPA w butelkach z
tworzyw sztucznych. Jednak ta decyzja dotyczy tylko problemu narazenia na ten zwiazek matych

dzieci, zas nadal nie jest poruszana kwestia narazenia oséb dorostych i niekorzystnych konsekwencji z

tego ptyngcych.

Sposrdéd czynnikéw endogennych zwigzanych z otyloicia moja uwage zwrécita leptyna,
bedaca obecnie — bez watpienia — najlepiej scharakteryzowana adipoking. Leptyna jest hormonem

wykazujacym dziatanie plejotropowe, bierze ona udziat nie tylko w regulacji masy ciata, ale rowniez w



regulacji proliferacji, apoptozy komérek oraz angiogenezy. Jej stezenie w surowicy krwi jest dodatnio
skorelowane z wspdtczynnikiem masy ciata (ang. Body Mass Index, BMI) oraz z procentowa
zawartoscig tluszczu w organizmie. Poziom leptyny w osoczu krwi 0séb otylych wynosi 37,7 ng/ml i
jest wyiszy w poréwnaniu z jej poziomem u 0séb szczuptych (3,92-16,9 ng/ml) [17]. W niektdérych

przypadkach (u oséb skrajnie otytych) moze osiggaé poziom do 100 ng/ml [18].

Ostatnimi czasy, badacze coraz $mielej facza nawet nie sama otyto$¢, ale juz bezpoérednio
leptyne, ze zwiekszonym ryzykiem wystapienia nowotworéw hormonoz-zaleznych. Mimo, ie
wykazano stymulujacy wptyw leptyny na proliferacje komérek raka jajnika w liniach komérkowych
BG-1, SKOV-3 i MDAH2774 [19,20], to jednak molekularny mechanizm odpowiedzialny za to dziatania
nie zostat dotychczas opisany. Dlatego tez w swoich badaniach podjetam sie scharakteryzowania tego
mechanizmu. Podobnie, jak w przypadku BPA, interesowato mnie jedynie dziatanie leptyny w
stezeniach odzwierciedlajacych jej poziom w surowicy krwi u ludzi. Po potwierdzeniu stymulujgcego
wptywu leptyny na proliferacje komérek OVCAR-3 przeanalizowatam ekspresje szeregu gendw
zwigzanych z cyklem komérkowych. W badaniach tych wykazatam stymulujacy wplyw leptyny, w
dawkach odzwierciedlajacych jej poziom u 0séb otytych, na geny: cykliny CCND1, CCNA2, czynnika
transkrypcyjnego E2F3 oraz antygenu PCNA; z jednoczesnym zahamowaniem ekspresji inhibitoréw
cyklu komérkowego: P21CIP1, P27KIP1 oraz GADD45A (Ptak i inni, 2013, poz. 3). Dodatkowo, leptyna
hamowata apoptoze komdrek poprzez zmiane ekspresji szeregu gendw zaangazowanych w ten
proces. Wykazatam takze, ze leptyna hamuje ekspresje pro-apoptotycznych genodw, takich jak:
TNFR1, FADD, CASP3, CASP6, CASP7, CASP9, CASP10, CAD, ICAD, BAX, BAD, BAK1, BID, BOK oraz
APAF1. Ekspresjg najsilniej zmienionych pod wptywem leptyny genéw potwierdzitam réwniez na
poziomie biatka. Rezultaty tych badari poszerzajg znaczaco wiedze na temat molekularnych

mechanizmow dziatania leptyny w komérkach raka jajnika.

Biorgc pod uwagg fakt, ze sposrod efektéw, jakie moze wywotywac BPA jako ,environmental
obesogen” wskazuje sie, poza rozwojem otytosci, takze jego stymulujacy wplyw na ekspresje leptyny
[21] i hamowanie ekspresji adiponektyny [22] w adipocytach. Dlatego tez zadatam sobie pytanie, czy
BPA motze zmieniaC ekspresje receptora leptyny lub samej leptyny w komérkach raka jajnika. W
badaniach tych po raz pierwszy wykazatam 7e komérki OVCAR-3 nie produkujg leptyny, co
potwierdzitam na poziomie zaréwno genu jak i biatka. Bardzo ciekawe wyniki uzyskatam analizujac
wptyw BPA na ekspresje receptora dla leptyny. W badaniach tych po raz pierwszy wykazatam, ze BPA
w dawko-zalezny sposéb stymuluje ekspresje receptora leptyny (Ob-Rb) w komérkach raka jajnika
OVCAR-3 zaréwno na poziomie genu, jak i biatka. Jest to pierwsze doniesienie literaturowe
pokazujgce zdolno$é BPA do modulowania ekspresji receptora dla adipokin w innych niz adipocyty

komérkach (Ptak i inni, 2012, poz. 2).



Poniewaz wykazatam, ze zaréwno BPA jak i leptyna wykazujg mitogenne dziatanie w raku
jajnika, a takze to, ze BPA stymuluje ekspresje receptora leptyny, powstato pytanie, czy BPA moie
potggowac dziatanie leptyny. Wiekszo$¢ autorow jest zdania, ze tzw. forma dtuga receptora leptyny
(OB-Rb) posiadajaca petno funkcyjng domene cytoplazmatyczna, jest jedynym przenosnikiem
informacji  przekazywanej przez leptyne komdrkom docelowym. Istnieja trzy gldéwne
wewnatrzkomérkowe szlaki przekazu informacji prowadzace od aktywowanej kinazy JAK2 receptora
OB-Rb, ktéra nastepnie uruchamia 1) szlak czynnika transkrypcyjnego STAT-3; 2) szlak MAP Kinazy
(ERK1/2) oraz 3) szlak kinazy 3 fosfatydyloinozytolu (PI3K) [23]. Majac na uwadze te dane w kolejnym
etapie badari postanowitam sprawdzi¢, czy leptyna i BPA wspétdziatajg w procesie proliferacji
komérek oraz czy towarzyszy temu dziataniu aktywacja wyzej wymienionych $ciezek sygnatowych. W
badaniach tych wykazatam, ze w proliferacyjne dziatanie zaréwno leptyny jak i BPA zaangazowane
byty wewnatrzkomérkowe szlaki przekazu sygnatu ERK1/2, PI3K, oraz STAT-3. Zaréwno lektyna, jak i
BPA podnosity fosforylacje wyzej wymienionych biatek. Zwigzki te nie wspétdziataty w stymulacji
proliferacji. Jednak, co ciekawe, podane razem, przedtuiaty czas utrzymywania sie formy
fosforyzowanej dla wszystkich trzech badanych biatek ERK1/2, PI3K, oraz STAT-3 (Ptak i inni, 2012,
poz. 2). W dalszych badaniach analizowatam mozliwo$¢ wspétdziatania tych zwigzkéw w procesie
apoptozy. Jak wykazatam uprzednio, zaréwno leptyna, jak i BPA, obnizaty ekspresje genu dla kaspazy-
3, zaliczanej do kaspaz wykonawczych w procesie apoptozy. W badaniach tych wykazatam, ze leptyna
i BPA wspotdziatajg w hamowaniu ekspresji genu dla kaspazy-3 CASP3, co nastepnie potwierdzitam
na poziomie ekspresji biatka dla kaspazy-3 (35 kDa) oraz przez analize aktywnosci tego biatka metoda
fluorometryczng. Aktywnos¢ kaspazy-3 oraz poziom jej biatka regulowane sa przez leptyne z udziatem
czynnika transkrypcyjnego STAT-3, co wykazatam uzywajac inhibitora AG490 (inhibitor czynnika
transkrypcyjnego STAT-3). Z kolei BPA hamuje aktywnos¢ oraz ekspresje kaspazy-3 poprzez szlak
kinazy ERK1/2, gdyz uzycie inhibitora PD098059 odwracato hamujgcy dziatanie BPA (Ptak i inni, 2013,

poz. 4).

Podsumowujgc, w prezentowanych pracach wykazatam, ze oba czynniki zwigzane z otyloscia
— endogenny (leptyna) i egzogenny (BPA) — stymuluja progresje raka jajnika poprzez aktywacje
procesu proliferacji oraz hamowania procesu apoptozy. Ponadto, BPA jest czynnikiem stymulujacym
migracje komoérek poprzez dziatanie na biatka zwigzane z adhezjg komérkows. Czynniki te
wykorzystujg wewnatrzkomodrkowe szlaki przekazu sygnatu ERK1/2, PI3K, oraz STAT-3. Efekt ich
dziatania poteguje sie, jezeli wptywajac na dany proces wykorzystuja one odmienne $ciezki
sygnatowe, jak to ma miejsce w przypadku procesu apoptozy. Natomiast, jezeli aktywujg one te same
éciezki sygnatowe, jak dzieje sie w przypadku ich wptywu na proces proliferacji, efekt ich dziatania nie

sumuje sie.



d) Dalsze plany badawcze

Szczegolng uwage w moich dotychczasowych badaniach zwrécito odkrycie, ze BPA moze
zmieniac ekspresje receptora leptyny w komérkach raka jajnika. Tkanka ttuszczowa syntetyzuje wiele
innych adipokin, ktére ze wzgledu na wykazywane dziatanie mozna podzieli¢ na dwie grupy: takie,
ktére nasilajg wzrost komérek nowotworowych i angiogeneze (miedzy innymi rezystyna, apelina)
oraz takie, ktére dziataja ochronnie i wykazujg wiasnosci antyproliferacyjne (miedzy innymi
adiponektyna, chemeryna). Wydaje sie by¢ zasadne stwierdzenie, Ze stosunek wydzielania
poszczegblnych adipokin moze odgrywaé wazniejsza role niz ich bezwzgledna koncentracja w tkance.
Te obserwacje staly sie podstawa mojego nowego projektu badawczego, ktéry realizuje od marca
2014 roku (OPUS 5, 2013/09/B/NZ7/00405, Nowy mechanizm dziatania bisfenolu A i jego analogéw
w biologii raka jajnika). Hipoteza badawcza projektu zaktada, ze BPA i jego bromowane (TBBPA) i
chlorowane (TCBPA) pochodne poprzez zmiane ekspresji adipokin lub/oraz ich receptoréw w
komérkach raka jajnika wptywaja w sposéb posredni na proces progresji raka jajnika, angazujgc w to
dziafanie szlak receptoréw PPARy lub ERa i B. Projekt ten ma na celu: 1) zbadanie podstawowej
ekspresji adiponektyny, rezystyny, chemerin i apeliny oraz ich receptordw w ludzkich liniach
wyprowadzonych z raka jajnika. W tym celu prowadzone sg hodowle nabtonkowych (OVCAR-3, Caov-
3, SKOV-3) i gonadalnych (COV434, KGN) nowotwordw jajnika, jak réwniez hodowle prawidtowych
komorek nabtonkowych jajnika (HOSEpiC); 2) okreélenie, czy BPA, TBBPA, TCBPA moga wptywaé na
ekspresjg badanych adipokin i ich receptoréw; 3) wykazanie, czy badane adipokin wywotujg efekt
proliferacyjny w komérkach nowotworu jajnika; 4) okreélenie zaangazowanie receptoréw PPARy, ERa

i ERB, w dziataniu BPA i jego pochodnych na ekspresje adipokin.
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5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ badawczych

Moje zainteresowania badawcze, ktdre nie s3 podstawg wniosku do wszczecia postepowania

habilitacyjnego, mozna podzieli¢ na dwa gtéwne nurty tematyczne:

* Rola endogennych hormondw, takich jak hormon wzrostu (GH), insulinopodobny czynnik

wzrostu (IGF-1) czy leptyna, w regulacje funkcji jajnika.
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* Wptyw egzogennych czynnikéw zaliczanych do ,,endocrine disruptors”, na funkcje jajnika oraz

tozyska.

Z Instytutem Zoologii UJ zwigzatam sie juz w czasie studidw magisterskich na kierunku
biologia, prowadzonym przez Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagielloniskiego,
wybierajac na promotora mojej pracy magisterskiej pania profesor dr hab. Ewe Gregoraszczuk. Juz od
trzeciego roku studiow uczestniczytam w specjalizacyjnych seminariach prowadzonych przez Zaktad
Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, kierowanych przez mojego promotora, zapoznajac sie i pogtebiajac
swojg wiedze w dziedzinie fizjologii rozrodu, ktéra w przysztosci stata sie tematem mojej pracy
magisterskiej. Dzigki temu na czwartym roku studiéw podjetam badania dotyczace »Wptywu
hormonu wzrostu na IGF-I indukowang sekrecje progesteronu w ciatku z6ttym Swini”. Wyniki tych
badari wykazaty bezposrednie zaangazowanie GH i IGF-I w utrzymaniu funkgji ciatka z0ttego i
potwierdzity wysunigtg hipoteze o istnieniu — poza tradycyjnym dziataniem GH i IGF-I poprzez droge
podwzgorzowo-przysadkowo-jajnikowg — réwniez mozliwos¢ lokalnego modulowania funkji jajnika.
Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w formie dwéch prac oryginalnych: Ptak i inni, 2003, poz.

ILA.1; Ptakiinni. 2004, poz. II.A.3.

W trakcie realizacji mojej pracy magisterskiej, zostatam wtgczona w badania prowadzone w
Zaktadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, ktére dotyczyly roli ksenobiotykéw zaliczanych do grupy
zwigzkdw zaburzajacych funkcje endokrynne ,endocrine disruptors” na funkcje pecherzyka
jajnikowego swini. Wyniki tych badan wskazywaty, ie zaréwno polichlorowane bifenyle: PCB126 i
PCB153, jak i 0,p’-DDT i p,p’-DDT oraz ich metabolity zaburzaja funkcje pecherzyka jajnikowego $wini,
poprzez wptyw na proces steroidogenezy oraz apoptozy. W zwigzku z tymi badaniami jestem
wspotautorka dwoch publikacji: Gregoraszczuk i inni, 2003, poz. II.A.2; Wéjtowicz i inni, 2004,

poz.ll.A.4.

Po obronie pracy magisterskiej z wynikiem bardzo dobrym w 2002 roku, rozpoczetam studia
doktoranckie na Wydziale BiNoZ, pod opieka pani profesor dr hab. Ewy Gregoraszczuk. Dzieki
nawigzanej wspdtpracy pani profesor z zespotem profesora Lary Robertsona (University of lowa,
Department of Occupational and Environmental Health, College of Public Health, lowa City, USA)
mozliwe byto podjecie badar dotyczacych ,Charakterystyki i mechanizmu dziatania 4-chlorobifenylu
(PCB3) oraz jego metabolitéw: 4’-hydroksy-4-chlorobifenylu, 3’4’ -dihydroksy-4-chlorobifenylu (4'-
OH-PCB3, 3',4’-diOH-PCB3) w steroidogenezie jajnika $wini”. Nalezy tu podkreéli¢ fakt, ze zaréwno w
Polsce, jak i na Swiecie, zaden z osrodkéw naukowych nie zajmowat sie wptywem hydroksylowanych
metabolitéw PCB na procesy rozrodcze. Decyzjg Rady Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ w 2003
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roku zostat otwarty méj przewéd doktorski. To umozliwito mi staranie sie o grant promotorski, ktdry
zostat mi przyznany na lata 2004-2006 i miat tytut: ,Poréwnanie wybranych mechanizmdw dziatania
PCB3 i jego hydroxylowanych metabolitow (4-OH-PCB3 oraz 3,4-diOH-PCB3) w pecherzyku
jajnikowym” i numer: 0431/P04/04/27. Prowadzac te badania wykazatam, ze nie tylko PCB, ale takie
jego hydroksylowane metabolity moina zaliczyé do odpadéw niebezpiecznych w érodowisku.
Pecherzyk jajnikowy $wini posiada baterig enzyméw (m.in. CYP1A1, CYP1A2, CYP2B), umozliwiajgcych
mu metabolizm m.in. ksenobiotykéw. Metabolizm PCB3 prowadzi do powstania zwigzkéw o wyzszej
aktywnosci endokrynnej. Poniewaz PCB3 nie jest ligandem dla receptora AhR (receptor
weglowodoréw  aromatycznych), aktywuje metabolizm drogg alternatywng wykorzystujac
wspotdziatanie receptoréw AhR oraz ER obecnych w pecherzyku jajnikowym. Prawdopodobnie
wykorzystuje on podobne szlaki aktywacji jak estradiol. Wprawdzie nie wykazatam cytotoksycznego
dziatania ani PCB3, ani jego metabolitéw, ale stwierdzitam powstawanie uszkodzeh DNA w
komorkach, co w efekcie moze prowadzi¢ do mutacji i inicjacji nowotworu jajnika. W roku 2005
otrzymatam stypendium krajowe Fundacji na rzecz Nauki Polskiej dla miodych naukowcow. Prace
doktorska obronitam w 2006 roku, uzyskujgc Dyplom Uznania za wybitng rozprawe doktorska od
Rektora Uniwersytetu Jagielloriskiego. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w formie czterech prac

oryginalnych: Ptak i inni, 2005, poz. I.A.5; Ptak i inni, 2006, poz. ILA.7; Ptak i inni, 2006, poz. Il.A.8;
Ptak i inni, 2008, poz.ll.A.13.

Poza wykonywaniem badar dotyczacych tematu mojej rozprawy doktorskiej wigczytam sie w
badania prowadzone w ramach wspétpracy z doktorem Romanem Grabicem z Iinstytutu Zdrowia
Publicznego w Ostrawie (Institute of Public Health in Ostrava, National Reference Laboratory of
Analysis of POPs Ministry of Health OR, Ostrava Czech Republic), a dotyczgcych wptywu mieszanin
handlowych PCB o nazwie Delor 103 oraz Delor 106 na rozrod. Mieszaniny te réznia sie od siebie
zawartoscia poszczeg6lnych kongeneréw PCB — Delor 103 zawiera nisko chlorowane bifenyle w
przeciwienstwie do Deloru 106, sktadajacego sie gtéwnie z wysoko chlorowanych bifenyli. Zwigzki te
na skale przemystowa byly produkowane na terenie bytej Czechostowacji. Badania te wykazaty
réznice w dziataniu tych mieszanin, w zaleznosci od sposobu narazenia (jednokrotne lub wielokrotne)
oraz od rodzaju tkanki docelowej (pecherzyk jajnikowy, tozysko). Jak réwniez odmienny profil
akumulacji tych mieszanin wskazujgcy na staby metabolizm przez tkanki toiyska wysoko
chlorowanych PCB. W ramach tego projektu jestem wspétautorkg dwach publikacji: Gregoraszczuk i

inni, 2005, poz. I1.D.26; Grabic i inni, 2006, poz. II.A.10.

Rownolegle z prowadzeniem badan dotyczacych mojej pracy doktorskiej, jak réowniez badan
dotyczacych wptywu ksenoestrogendw na rozréd samic prowadzitam takie badania w ramach

projektu zamawianego ,Ekspresja receptora leptyny (Ob-Rb) i udziat tego hormonu w regulagji
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funkcji endokrynnej jajnika swini” koordynowanego przez panig profesor dr hab. Ewe Gregoraszczuk.
W badaniach tych potwierdzono zaangazowanie leptyny w procesy rozrodcze, co ttumaczyto
doniesienia méwigce o wptywie leptyny na proces dojrzewania. Wskazano réwniez na wazng role
leptyny w okresie przeksztatcania pecherzyka jajnikowego éwini w ciatko z6fte (CL). W ramach tego
projektu jestem wspdtautorkg czterech publikacji: Gregoraszczuk i inni, 2003, poz. 11.D.23;
Gregoraszczuk i inni, 2004, poz. I.D.25; Gregoraszczuk i inni, 2005, poz. Il.A.6; Gregoraszczuk i inni,

2006, poz. I.A.9; Gregoraszczuk i inni, 2007, poz.Il.A.11.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, w paZdzierniku 2006 roku, zostatam
zatrudniona w Zakfadzie Fizjologii i Toksykologii Rozrodu, Katedrze Fizjologii Zwierzat, Instytutu
Zoologii UJ, na stanowisku asystenta naukowo-dydaktycznego. Prowadzitam dziatalnoé¢ dydaktyczng
w ramach nastepujacych kurséw: Fizjologia Zwierzat (WBNZ816), Fizjologiczne techniki badan

(WBNZ126) oraz Hodowla tkanek — zastosowanie w badaniach naukowych (WBNZ467).

W tym okresie zaangaziowatam si¢ w badania prowadzone we wspéipracy z Zaktadem
Rozrodczosci i Medycyny Sadowej w Oslo, kierowanej przez profesora Erika Ropstada (Department of
Reproduction and Forensic Medicine, Norwegian School of Veterinary Sciences, Oslo, Norway)
dotyczacych wptywu mieszanin réznych kongeneréw PCB oraz mieszanin naturalnych: Mjosa mix i
Marine mix na funkcje rozrodcze. Mieszanina Mjosa mix jest olejem wyizolowany z mietusa (burbot,
Lota lota), Zyjacego w jeziorze Mjosa w Norwegii. Dominujaca ilosciowo grupa zanieczyszczen w tym
oleju s3 PBDE (polibromowane etery difenylowe), stosowane jako $rodki zmniejszajgce palnos¢ w
produktach codziennego uzytku. Marine mix, druga z badanych mieszanin, jest olejem pochodzacy z
ryb morskich, w ktérego sktad wchodzi gléwnie mieszanina PCB, ale takie duze ilosci
chloroorganicznego DDT oraz jego metabolitéw: DDD i DDE. W badaniach tych potwierdzono
zaktadang hipoteze, ze niemoiliwe jest przewidzenia dziatania mieszaniny na podstawie dziatania
pojedynczych kongenerdw, jak réwniez i to, ze estrogenne whaéciwosci badanych mieszanin wynikaja
z duzej zawartosci w nich DDT. Podobne rezultaty otrzymano badajac mieszanine kongeneréw PCB
wraz z 17p-estradiolem. W ramach tych badan powstaly trzy publikacje, ktérych jestem
wspotautorka: Gregoraszczuk i inni, 2008, poz. I1.A.12; Gregoraszczuk i inni, 2009, poz. II.A.15; Ptak i

inni 2011, poz. IL.A.17.

Ponadto, bylam tez wykonawcg w projekcie badawczym ,Poréwnanie mechanizméw
dziatania endo- i egzogennych estrogenéw”. Badania te mialy na celu poréwnanie dziatania
estradiolu oraz jego hydroksylowanych metabolitéw z dziataniem PCB3 oraz jego hydroksylowanych
metabolitbw na wybrane parametry linii komérkowej raka piersi MCF-7. W badaniach tych

wykazano, ze anty-apoptotyczne dziatania zaréwno endogennych, jak i egzogennych estrogendw
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odbywa sig poprzez hamowanie aktywno$¢ kaspazy-9, nalezgcej do wewngtrzkomdrkowego szlaku
apoptotycznego. Zwiazki te podnosza poziom biatek wigzacych hormony steroidowe (SHBG). Jednak
ich dziatanie na proliferacje jest odmienne, gdy: endogenne estrogeny stymulujg proliferacje,
natomiast egzogenne estrogeny j3 hamujg w linii komérek MCF-7. W ramach tych badan jestem
wspotautorky pieciu publikacji: Ptak i inni, 2009, poz. Il.A.14; Ptak i inni, 2010, poz. IL.A.16;
Gregoraszczuk i Ptak, 2011, poz. 11.D.28; Gregoraszczuk i inni, 2011, poz. 11.D.29; Kwiecinriska i inni,

2012, poz. 11.D.30.

Wspdtpraca Zakfadu Fizjologii i Toksykologii Rozrodu z profesorem Jerzym Falandyszem z
Pracowni Chemii Srodowiska i Ekotoksykologii (Wydziatu Chemii, Uniwersytety Gdariskiego),
zaowocowata badaniami nad takimi zwigzkami, jak: heksachlorobenzen (HCB) oraz
pentachlorobenzen (PeCB). Nalezg one do grupy chlorowanych weglowodordw i zgodnie z decyzjag
Rady Parlamentu Europejskiego 2455/2001/WE - od listopada 2001 roku funkcjonuja jako
priorytetowe substancje niebezpieczne. Wspétpraca z profesorem Jerzym Falandyszem umozliwita
okreslenie akumulacji tych zwigzkdw w pecherzyku jajnikowym $wini i tkankach tozyska ludzkiego, a
finansowanie jakie otrzymatam w ramach $rodkéw statutowych Instytutu Zoologii UJ, pozwolito na
zbadanie wptywu tych zwigzkéw na funkcje endokrynne wyzej wymienionych tkanek. W badaniach
tych wykazano, ze zwigzki te nie akumulujg sie w tkankach fozyska ludzkiego, natomiast silnie
aktywujg enzymy nalezgce do | oraz Il fazy metabolizmu. Zaburzajg tez homeostaze hormonalng
tozyska poprzez swéj wplyw na ekspresje i aktywno$¢ enzymu CYP11Al, co skutkuje zmiang
wydzielania progesteronu. Zwigzki te akumulujg sie natomiast w pecherzyku jajnikowym $wini oraz
rowniez zaburzaja jego homeostaze hormonalng poprzez zmiane ekspresji enzymow
steroidogennych. W ramach tych badari jestem wspétautorka dwéch publikacii: Gregoraszczuk i inni,

2011, poz. Il.A.18; Gregoraszczuk i inni, 2014, poz. II.A.22.

W roku 2010 otrzymatam finansowanie dla wlasnego projektu badawczego (Okreslenie
mechanizmu dziatania PBDE w jajniku na podstawie wskaznikowego kongeneru BDE-47,
0654/B/P01/2010/39). W projekcie tym podjetam badania nad wptywem kolejnej grupy
ksenobiotykéw — nalezgcych do czynnikéw zaburzajacych funkcje endokrynne ,endocrine disruptors”
— Jaka stanowig polibromowane etery difenylowe (PBDE). S one stosowane jako syntetyczne
addytywne uniepalniacze i dzigki temu znalazty szerokie zastosowanie w przemysle elektronicznym i
elektrycznym (komputery, telewizory, sprzet AGD), a takzie w przemyéle tekstylnym (tkaniny
obiciowe, dywany). Unia Europejska w 2004 roku zakazata uzywania dwéch z trzech powszechnie
stosowanych mieszanin PBDE, Penta- oraz Octa-BDE. Pomimo wycofania z produkcji dwdch

mieszanin handlowych, PBDE s3 dalej obecne w $rodowisku poniewaz charakteryzujg sie duig
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trwatoscig. W badaniach przeprowadzonych w ramach tego projektu wykazano, ze BDE-47 stymuluje
aktywnos$¢ enzymow | oraz Il fazy metabolizmu (CYP2B1/2, SULTIA i COMT) w pecherzyku
jajnikowym $wini. Nalezy tutaj podkresli¢, ze aktywacja tych faz zachodzita w znacznym przesunieciu
czasowym, co wskazuje na moiliwos¢ dziatania lokalnie powstajgcych hydroksylowanych
metabolitow PBDE w jajniku. Wykazano réwniez, ze metabolity BDE-47 (5-OH-BDE-47 i 6-OH-BDE-47)
poprzez stymulujagcy wptyw na ekspresje i aktywnos¢ enzymu aromatazy zwiekszaty wydzielanie
estradiolu w pecherzykach jajnikowych $wini. Ponadto, metabolity te podnosity ekspresje genu i
biatka dla obu form receptora estradiolowego a i B (ERa, ERB). Doswiadczenia te pokazaty, ie
metabolity BDE-47 maja inne dziatanie w jajniku niz zwigzek wyjéciowy. BDE-47 nie tylko nie
stymulowat wydzielania estradiolu, ale réwniez w sposéb istotny statystycznie obnizat ekspresje na
poziomie genu i biatka gtéwnej formy receptora estradiolowego B. Mechanizm dziatania BDE-47 oraz
jego metabolitéw w jajniku wynika z bezposredniego wpltywu tych zwigzkéw na wydzielanie
hormonéw steroidowych, jak réwniez wptywu na ekspresje receptoréw steroidowych. Poniewas
zwigzki te wykorzystuja do swojego metabolizmu te same enzymy, co hormony steroidowe, moga
rowniez modyfikowa¢ metabolizmu endogennych hormonéw. Z uwagi na zdolnoé¢ do zaburzania
rownowagi hormonalnej organizmu, stanowig one bezposrednie zagrozenie dla zdrowia. W ramach
realizacji projektu powstaty trzy publikacje, ktdrych jestem wspétautorky: Karpeta i inni, 2012, poz.

I.A.19; Karpeta i inni, 2013, poz. II.A.20; Karpeta i inni, 2014, poz. II.A.21.

Poza pracami eksperymentalnymi jestem wspdtautorka dwéch prac przegladowych (Przata i inni,
poz. [Il.A.30; Gregoraszczuk i Ptak, poz. [l.A.23) oraz dwéch rozdziatéw ksigzkowych
podsumowujgcych wyniki badan dotyczacych dziatania ksenoestrogendéw (Ptak i Gregoraszczuk, poz.
1.E.2) i adipokin (Rak-Mardyta i inni, poz. II.E.1) w zeriskim uktadzie rozrodczym. Moja praca naukowa
zostata wyrozniona pieciokrotnie nagrodg J. M. Rektora UJ. Wyniki badan zostaty opublikowane w 33
pracach oryginalnych i 40 doniesieniach zjazdowych prezentowanych na konferencjach krajowych i
zagranicznych. taczny Impact Factor moich publikacji wedtug bazy Web of Science wynosi 69,995;

Indeks cytacji (z wylgczeniem auto cytacji) wynosi 175; a Indeks Hirsha réwny jest 10.

Pozostafe osiggniecia naukowe i dydaktyczne przedstawiono w ,,Wykazie opublikowanych prac
naukowych lub twérczych prac zawodowych oraz informacji o osiggnieciach dydaktycznych,

wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki”.

e
Krakéw, dn. 05.12.2014 r. ~ dr Anna Ptak
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