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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego 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) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego,

TIOFOSFORANOWE ANALOGI NUKLEOTYDOW I LIZOFOSFOLIPIDOW
JAKO STABILNE MODULATORY SZLAKOW SYGNALOWYCH

B) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy),

H-1 Gendaszewska-Darmach E, Maszewska M, Zaklos M, Koziotkiewicz M.
Degradation of extracellular nucleotides and their analogs in HeLa and HUVEC cell cultures.
Acta Biochim Pol., 50(4): 973-84 (2003)

MNiSW - 157, 1F2003 = 0.629, 1F2015 = 1.489, (5 LETNI IF = 1.422) CIT - 22

H-2  Gendaszewska-Darmach E., Kucharska M. Nucleotide receptors as targets in the
pharmacological enhancement of dermal wound healing. Purinergic Signal., 7(2): 193-206
(2011)

MNISW - 25%, IF2011 = 3.164, IF2015 = 3.196, (5 LETNI IF =3.278) CIT -20

H-3  Gendaszewska-Darmach E, Laska E, Rytczak P, Okruszek A. The chemical
synthesis of metabolically stabilized 2-OMe-LPA analogues and preliminary studies of their
inhibitory activity toward autotoxin. Bioorg Med Chem Lett., 22(8): 2698-2700 (2012)

MNISW - 25*, ”:2012 = 2338, ”:2015 = 2.486, (5 LETNI IF = 2303) C|T — 8

H-4 Grzelczyk A, Gendaszewska-Darmach E. Novel bioactive glycerol-based
lysophospholipids: new data - new insight into their function. Biochimie, 95(4): 667-679
(2013)

MNISW - 25%, IF2013 = 3.123, IF2015s = 3.017, (5 LETNI IF =3.102) CIT - 34

H-5 Rytczak P, Drzazga A, Gendaszewska-Darmach E, Okruszek A. The chemical
synthesis and cytotoxicity of new sulfur analogues of 2-methoxy-lysophosphatidylcholine.
Bioorg Med Chem Lett., 23 (24): 6794-6798 (2013)

MNiSW - 257, IFz013 = 2.331, IFo015 = 2.486, (5 LETNI IF =2.303) CIT -2

H-6 Drzazga A, Ciesielska A, Gendaszewska-Darmach E. Sulfur- and acyl chain-
dependent influence of 2-methoxy-lysophosphatidylcholine analogues on B pancreatic cells.
Curr Top Med Chem. 15(23): 2395-2405 (2015)

MNiSW - 357, IF205 = 2.900, (5 LETNI IF=2.998) CIT -1
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H-7  Weglowska E, Szustak M, Gendaszewska-Darmach E. Proangiogenic properties of
nucleoside 5'-O-phosphorothioate analogues under hyperglycaemic conditions. Curr Top Med
Chem. 15 (23), 2464-74 (2015)

MNiSW - 357, IF205 = 2.900, (5 LETNI IF=2.998) CIT -1

H-8 Gendaszewska-Darmach E, Szustak M. Thymidine 5-O-monophosphorothioates
induces HeLa cell migration by activation of the P2Y6 receptor. Purinergic Signal. 12 (2):
199-209 (2016)

MNIiSW - 257, IFz015 = 3.196, (5 LETNI IF=3.278) CIT -0
H-9 Gendaszewska-Darmach, Edyta Weglowska, Aurelia Walczak-Drzewiecka, Kaja

Karas. Nucleoside 5'-O-monophosphorothioates as modulators of the P2Y14 receptor and
mast cell degranulation. Oncotarget 7(43): 69358-69370 (2016)

MNiSW - 407, IF205 =5.008 (5 LETNI IF =5.883) CIT -0

“pkt MNiSW — punkty zgodne z wykazem opublikowanym przez MNiSW w dniu 23 grudnia 2015 roku

Wymienione artykuly dotaczone zostaty w Zafgczniku 5 1 cytowane s3 w tekscie z literg ‘H’
przed numerem odnosnika (np. [H-1]). Do wniosku o wszczgcie postgpowania
habilitacyjnego dotaczono oswiadczenia wspotautorow pracy okreslajace indywidualny wktad
kazdego z nich w jej powstanie (Zalgcznik 6).

PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO
(DANE SCJENTOMETRYCZNE NA DZIEN 28 PAZDZIERNIKA 2016)

Sumaryczny Impact Factor cyklu publikacji bedacych podstawag do ubiegania si¢ o | 25.60
stopien doktora habilitowanego W dziedzinie nauk technicznych, w dyscyplinie
biotechnologia (zgodnie z rokiem opublikowania).

Sumaryczny Impact Factor wszystkich prac (zgodnie z rokiem opublikowania). 50.67

llo$¢ punktow zgodnie z kryteriami Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego | 490
opublikowanymi w komunikacie Ministra Nauki i Szkolnictwa WyzZszego w sprawie
wykazu czasopism naukowych z 23 grudnia 2015 roku

Index Hirscha wedlug Web of Science 9
Liczba cytowan wedtug Web of Science 185
Liczba cytowan bez autocytowan wedtug Web of Science 157

* w przypadku, gdy osiggnieciem tym jest praca/ prace wspolne, nalezy przedstawi¢ o$wiadczenia
wszystkich jej wspotautorow, okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w jej powstanie
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C) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw

wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Podstawa wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego sg oryginalne wyniki
badan oraz dwie publikacje przegladowe przedstawione w cyklu 9 artykutow naukowych
powigzanych tematycznie i opublikowanych w czasopismach z Thomson Reuters Master
Journal List (tzw. listy filadelfijskiej) ujetych w zbiorach Journal Citation Report (JCR).

Publikacje tacza obiekty badan w postaci niskoczasteczkowych modyfikowanych siarka
ligandow receptoréw sprzezonych z biatkami G (GPCR), a mianowicie tiofosforanowe

pochodne nukleotydow oraz lizofosfolipidow (Rys. 1).

MODULACJA SZLAKOW SYGNALOWYCH,
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Rysunek 1. Aktywnosé biologiczna i mechanizmy dzialania tiofosforanowych analogow
nukleotydow i lizofosfolipidow; R: reszta kwasu tluszczowego; X: O lub H; Z: zasada
azotowa



Dr Edyta Gendaszewska-Darmach Zatgcznik 2 — Autoreferat

C.1 OkKkreslenie wplywu enzyméw degradujacych nukleotydy oraz skladu podloza
hodowlanego dla komérek HeLa i HUVEC na aktywnos$¢ zewnatrzkomoérkowych
nukleotydéw i ich tiofosforanowych analogéw [H-1]

Zewnatrzkomoérkowe nukleotydy, uwalniane migdzy innymi w odpowiedzi na stres
badz uszkodzenia komorek, posrednicza w przekazywaniu sygnatow ze $rodowiska
zewnetrznego do wnetrza komorki za posrednictwem specyficznych bialek receptorowych.
Istnienie specyficznych receptorow blonowych aktywowanych przez ATP (5’-trifosforan
adenozyny) zaobserwowatl juz w roku 1972 Geoffrey Burnstock, ktory w 1976 roku nazwat
grupg receptorow aktywowanych przez adenozyng oraz ATP i ADP (difosforan adenozyny)
,purynergicznymi” lub receptorami P2 [Burnstock, 1976]. Pdozniejsze badania wykazaty, ze
rowniez nukleotydy pirymidynowe, takie jak UTP (trifosforan urydyny) oraz UDP (difosforan
urydyny), posiadajg swoje receptory o strukturze i farmakologii podobnej do receptorow
klasy P2. Dokonano wiec weryfikacji nazwy calej klasy, ktora obecnie okresla si¢ mianem
,receptorow nukleotydowych” [Fredholm et al., 1997]. Dotychczas zidentyfikowano 7
podtypow aktywowanych przez ATP kanatéw jonowych P2X (P2X1-P2X7) 1 8 podtypow
receptorow GPCR typu P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14).
Kazdy sposrod receptorow P2Y ulega aktywacji pod wptywem Kilku r6znych nukleotydow
(Tabela 1), w odroznieniu od kanatéw jonowych P2X, ktore w sposob niespecyficzny moga
ulega¢ aktywacji jedynie pod wptywem ATP [Burnstock, 2006].

Tabela 1. Receptory nukleotydowe P2Y w zestawieniu 7 naturalnymi ligandami oraz rodzing
biatek G ulegajqcych aktywacji wewngtrz komorki [Burnstock, 2006].

Receptor Naturalny ligand Rodzina aktywowanych

bialek G

P2Y1 ADP, ATP Gg/11

P2Y?2 UTP, ATP Gg/11

P2Y4 UTP, ATP Gg/11

P2Y6 UDP Gg/11

P2Y11 ATP Gg/11, Gs

P2Y12 ADP Gilo

P2Y13 ADP Gilo

P2Y14 UDP-glukoza Gilo

Wiegkszo$¢ badan dotyczacych roli ligandow receptorow nukleotydowych dotyczy
analizy szlakow sygnalizacyjnych oraz poziomu specyficznych przekaznikow, takich jak
stezenie jonow Ca®" lub zmiana poziomu cyklicznego AMP. Jednakze zewnatrzkomérkowe

nukleotydy wptywaja nie tylko na poziom w/w przekaznikow, ale takze na procesy
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dlugoterminowe, takie jak proliferacja i $mier¢ komorek, ich migracja, czy wydzielanie
czynnikow wzrostu [Burnstock, 2002]. Badania nad efektami dtugoterminowymi wymagaja
takze odpowiednio diugiej inkubacji komoérek z nukleotydowym ligandem. W takich
warunkach nukleotydy podane do hodowli komorkowych in vitro lub wykorzystywane w
badaniach in vivo ulegajg hydrolizie przez ekto-enzymy zwigzane z btong komérkowa lub
enzymy obecne w surowicy, bedacej standardowym sktadnikiem wielu podt6z hodowlanych.
Do najbardziej znanych grup ekto-enzymow naleza: ekto-difosfohydrolazy trifosforanow
nukleozydow E-NTPDazy (ang. Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolase), ekto-
pirofosfatazy/fosfodiesterazy nukleotydowe E-NPPazy (ang. Ecto-
Phosphodiesterase/Nucleotide Pyrophosphatase), ekto-5’-nukleotydaza oraz alkaliczna
fosfataza [Yegutkin, 2008]. Odpowiedniki wymienionych rodzin enzyméw obecne sa takze w
postaci rozpuszczalnej w surowicy krwi, przy czym poziom i/lub ich aktywnos¢ zalezy od
gatunku. Stwierdzono np., ze NPP obecng w ptodowej surowicy bydlecej FBS (ang. Fetal
Bovine Serum) cechuje wyzsza aktywnos$¢ niz aktywnos$¢ ludzkiej NPP [Wojcik, praca
doktorska, 2001]. W przypadku ATP i ADP, ostateczny produkt aktywnos$ci ekto-enzymow
oraz enzymow obecnych w surowicy (adenozyna) moze ulec kolejnym przemianom do
inozyny w wyniku dziatania ekto-deaminazy adenozyny i/lub jej rozpuszczalnej formy
[Yegutkin et al., 2003].

Aby ograniczy¢ proces enzymatycznej degradacji nukleotydow przez enzymy
surowicze w warunkach hodowli in vitro, stosowane sg dwa podej$cia: wykorzystanie
chemicznie modyfikowanych tzw. stabilnych metabolicznie analogéw nukleotydéw lub
uzycie specjalistycznych podt6z hodowlanych niewymagajacych obecnosci surowicy.
Chociaz wykorzystanie tego typu medium hodowlanego moze znaczaco zwigkszy¢ stabilnosé¢
nukleotydéw, to efekt dziatania badanych zwigzkow moze by¢é odmienny niz ten
obserwowany dla nukleotydow inkubowanych z komoérkami w standardowym medium
zawierajagcym np. FBS, co udowodnitam w publikacji “Degradation of extracellular
nucleotides and their analogs in HeLa and HUVEC cell cultures” [Acta Biochim Pol.,
50(4):973-84 (2003); H-1]. W w/w pracy zastosowatam komercyjnie dostepny zamiennik
surowicy TCH (Defined Serum Replacement), pozwalajacy na dlugotrwala hodowle wielu
typow linii komoérkowych. Jako modele komorkowe wykorzystatam szeroko stosowang w
laboratoriach na catym $wiecie lini¢ ludzkich komérek nabtonkowych pochodzacych z raka
szyjki macicy HelLa oraz prawidlowe ludzkie komorki srodblonka wyizolowane z zyly
pepowinowej HUVEC (ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells). W medium RPMI
1640 zawierajacym suplement TCH komorki zachowywaty charakterystyczna morfologie, a

analiza katabolizmu nukleotydow inkubowanych w obecnosci w/w medium z


https://www.google.pl/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiNoY3Dt5nPAhWCJ5oKHQYQCJgQFggkMAE&url=http%3A%2F%2Fwww4.mpbio.com%2Fecom%2Fdocs%2Fproddata.nsf%2F(webtds2)%2F20200%3FOpenDocument%26ExpandSection%3D-1&usg=AFQjCNHNnvtFQwUBiw0LwdK0HiK4lzD4nw&bvm=bv.133178914,d.bGs
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wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej wykazata, ze podloze to nie
posiada zadnej aktywnosci nukleolitycznej, w przeciwienstwie do podtoza zawierajacego
dodatek surowicy FBS. Dlatego kazda aktywno$¢ nukleolityczna obserwowana w hodowli
komorek, prowadzonej z uzyciem zamiennika TCH, moglta by¢ przypisana ekto-enzymom
obecnym na ich powierzchni.

W szczegolnosci poddatam analizie stabilno$¢ niemodyfikowanych nukleotydow,
bedacych znanymi ligandami receptorow P2Y (ATP, ADP, UTP, UDP) oraz analogow
zaprojektowanych w celu zwigkszenia ich opornosci na dziatanie enzymow nukleolitycznych
(analogi 5’-tiofosforanowe i analogi zawierajace mostek metylenowy w pozycjach o, oraz
B,y). Analiza HPLC wykazala, ze badane analogi takze moga w pewnym stopniu ulegac
degradacji pod wptywem ekto-enzymoéw hydrolizujacych nukleotydy. Gtéwnymi produktami
degradacji 5’-O-y-tiotrifosforanu adenozyny (ATPyS) oraz metylenowej pochodnej B,y-
metyleno-ATP w hodowli komoérek HelLa byly adenozynomonofosforan oraz adenozyna, co
wskazuje na wysoka aktywnos¢ ekto-pirofosfataz/fosfodiesteraz nukleotydowych na
powierzchni komoérek. W tych samych warunkach a,p-metyleno-ATP ulegat degradacji pod
wptywem ATPazy do o,B-metyleno-ADP. Dodatkowo, na powierzchni komoérek HeLa
wysoka aktywnos$¢ wykazywata takze ekto-5’-nukleotydaza. Obecno$¢ trzech wymienionych
enzymoOw prowadzita do degradacji nie tylko nukleotydow niemodyfikowanych, ale w
znacznym stopniu takze tiofosforanowych i metylenowych pochodnych. Jedynym
nukleotydem nieulegajacym degradacji okazat si¢ by¢ 5’-O-B-tiodifosforan adenozyny
(ADPBS).

Inny profil degradacji badanych zwigzkéw obserwowano w hodowli komorek
srodblonka wyizolowanych z zyly pepowinowe; HUVEC. Gléwnym enzymem
odpowiadajagcym za hydroliz¢ zewnatrzkomoérkowych nukleotydow w hodowli tych komorek
okazala si¢ by¢ ekto-ATPDaza, podczas gdy E-NPPazy odgrywaly niewielka role.
Obserwacja ta $wiadczy o komoérkowo-specyficznej i zrdéznicowanej ekspresji enzymow
degradujacych nukleotydy. Dodatkowo, nukleozydy adeninowe powstajace pod wpltywem
dzialania enzymoéw nukleolitycznych ulegaja dalszej konwersji do inozyny. Proces ten jest
katalizowany przez deaminaz¢ adenozyny, ktéra wystepuje w duzej ilosci w surowicy FBS
stosowanej jako sktadnik podt6z hodowlanych. Aktywnosci tej nie obserwowano w
przypadku zastosowania suplementu surowicy TCH.

Nieoczekiwanym wynikiem byla obserwacja, ze =zastapienie surowicy FBS
suplementem TCH znaczgco zmienia dzialanie nukleotydow na komorki, przy czym efekt ten
byt szczego6lnie widoczny w przypadku nukleotydow zawierajacych adenozyng (ATP, ADP, a
w mniejszym stopniu ATPyS i ADPPS). Zwigzki te okazaly si¢ wysoce toksyczne w stosunku
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do komoérek HeLLa hodowanych w podtozu zawierajacym suplement TCH, lecz toksycznego
wplywu nie obserwowano w standardowym podtozu RPMI 1640 zawierajacym 10% FBS. Z
drugiej strony, analizowane nukleotydy pirymidynowe (UTP, UDP, 5’-O-monotiofosforan
tymidyny TMPS, 5’-O-monotiofosforan urydyny UMPS) nie wykazywaly toksycznoS$ci
zaroOwno w podtozu z dodatkiem FBS, jak réwniez w podtozu zawierajacym suplement TCH.
Wysoka cytotoksyczno$¢, obserwowana zwlaszcza w  przypadku nukleotydow
niemodyfikowanych (ATP i ADP) i w mniejszym stopniu ich tiofosforanowych analogow
(ATPyS i ADPBS) w podtozu z dodatkiem TCH, jest bowiem spowodowana uwalnianiem i
gromadzeniem toksycznej adenozyny. W podtozu hodowlanym zawierajacym w swoim
sktadzie surowice, adenozyna jest natychmiast przeksztalcana do nietoksycznej inozyny przez
obecng w FBS deaminaz¢ adenozynowa.

Wyniki badan przedstawionych w publikacji H-1 jednoznacznie wskazuja, ze
wykorzystanie zamiennikéw surowicy moze znaczaco zwiekszy¢ stabilno$¢ nukleotydow,
jednak obserwowany efekt biologiczny badanych nukleotydow moze by¢ inny niz w
przypadku nukleotydow inkubowanych z komorkami w standardowych podiozach
zawierajacych surowice. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze ten drugi wariant jest bardziej
zblizony do warunkow panujacych in vivo. Obecne w surowicy enzymy (np. deaminaza
adenozyny) sa odpowiedzialne za istotne przemiany nukleotydow 1 ich metabolitow i
wplywaja znaczaco na koncowy efekt.

Innym wnioskiem plynacym z przedstawionych badan jest obserwacja, ze niektore
tzw. ,,nichydrolizowalne” analogi nukleotydow (np. tiofosforanowy analog ATP, w ktorym
atom siarki znajduje si¢ w terminalnej grupie fosforanowej) moga by¢ w pewnym stopniu
degradowane przez ekto-enzymy komoérkowe lub biatka obecne w surowicy. Mimo ze
zwiazki te sa oporne na dziatanie E-NTPDaz, ktore maja zdolno$¢ hydrolizy 5°-tri- lub 5°-
difosforandow nukleozydow do monofosforanow nukleozydéow oraz nieorganicznego
fosforanu, mogg by¢ substratami dla ekto-pirofosfataz/fosfodiesteraz nukleotydowych.
Mechanizm dziatania E-NPPaz polega bowiem na ataku na atom fosforu, znajdujacy sie¢ w
pozycji a lub y [Gijsbers et al., 2001]. Z powodu takiej preferencji E-NPPaz jedynie 5’-O-f-
tiodifosforan adenozyny byt catkowicie oporny na degradacj¢ enzymatyczng, podczas gdy 5°-

O-y-tiotrifosforan adenozyny ulegat czgsciowej hydrolizie.

C.2 Receptory nukleotydowe jako cel w leczeniu ran: okreslenie aktywnosci
tiofosforanowych ligandow receptoréw P2Y [H-2, H-7]

Niestety, moje dalsze badania nad aktywnos$cig biologicznag mononukleotydéow i ich

tiofosforanowych analogéw musiaty, z wielu powodow, w tym ze wzgledow rodzinnych, ulec

9
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zawieszeniu. Ich kontynuacja stata si¢ mozliwa dopiero po kilku latach. Temat aktywnos$ci
biologicznej mononukleotydow i ich tiofosforanowych analogéw nie zostal w tym czasie
rozwigzany przez innych naukowcoéw zajmujacych si¢ transdukcja sygnaldw komorkowych z
udziatem receptoréw P2Y.

W roku 2006 rozpoczetam prace w kierowanym przez profesora Stanistawa Bieleckiego
Instytucie Biochemii Technicznej na Woydziale Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Politechniki Lodzkiej. W Instytucie Biochemii Technicznej opracowano migdzy innymi
metode otrzymywania bionanocelulozy (BNC) syntetyzowanej przez szczep bakterii
octowych Gluconacetobacter xylinus. BNC, ze wzgledu na swoje wiasciwosci (m.in.
biokompatybilnos¢, higroskopijnos¢ i przepuszczalnos$¢ dla gazow) nalezy do biomateriatlow
stwarzajacych sprzyjajace srodowisko dla procesu gojenia ran [Czaja et al., 2006; Gama et
al., 2016]. Ze wzgledu na fakt, ze nukleotydy obecne w srodowisku zewnatrzkomérkowym
biorg udzial we wszystkich fazach procesu gojenia ran, moje zainteresowania naukowe
bardzo szybko rozciggnety si¢ na mozliwo$¢ zastosowania tiofosforanowych ligandow
receptorow nukleotydowych jako czynnikéw stymulujacych gojenie ran przewlektych.

Przewlekle gojenie ran stanowi obecnie powazny problem ze wzgledu na czgstosée
wystepowania i towarzyszace powiklania, a stosowane obecnie systemy lecznicze nie sg w
pelni skuteczne. Rany chroniczne, do ktorych zalicza si¢ miedzy innymi owrzodzenia,
odlezyny czy rany cukrzycowe sa takze powaznym powiklaniem wielu chordb, ktore
zwigzane s3 z miejscowg redukcja przeptywu krwi w naczyniach zylnych, tetniczych, a takze
w mikrokrazeniu. Czynnikami sprzyjajacymi moze by¢ nadci$nienie tgtnicze, otylo$e,
infekcje oraz cukrzyca [Werdin et al., 2009]. Z tych wzgledéw badania nad metodami
przyspieszajacymi proces gojenia ran s3 szybko rozwijajacym si¢ obszarem nauk
biomedycznych. Wielki postep w tej dziedzinie byt mozliwy dzigki syntezie duzej ilo$ci
czasteczek przyspieszajacych proces gojenia, ktdre nasladuja naturalnie wystgpujace w
mikrosrodowisku rany biatkowe czynniki wzrostowe. Do najwazniejszych nalezy
rekombinowany ludzki czynnik wzrostu BB pochodzenia plytkowego (rhPDGF-BB)
zatwierdzony jako lek przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow (FDA) oraz
Europejska Agencje Lekéw (EMEA) do leczenia owrzodzen podudzi. Ostatnie analizy
wskazuja jednak, ze skutecznos$¢ kliniczna biatkowych czynnikow wzrostu jest ograniczona,
co wynika z faktu, ze mogg one podlega¢ inaktywacji w wyniku miejscowego dziatania
proteaz [Papanas i Maltezos; 2007]. Dlatego trwajg intensywne badania nad substancjami,
ktére zachowuja swoja biologiczng aktywno$¢ w mikrosrodowisku rany. Do grupy tej naleza
syntetyczne zwigzki o dziataniu proangiogennym, gdyz proces angiogenezy jest czynnikiem

krytycznym w procesie gojenia si¢ rany [Gurtner et al., 2008] Zastosowanie
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niskoczgsteczkowych zwigzkéw chemicznych stymulujacych proces angiogenezy jest
korzystne ze wzgledu na mniejszy koszt ich produkcji oraz brak ograniczen cechujacych
biatkowe czynniki wzrostu. W kontekscie powiktan cukrzycowych w procesie gojenia oraz w
kontekscie mechanizméw molekularnych regulujacych ten proces duze nadzieje wigze si¢ z
receptorami nukleotydowymi P2Y oraz ich specyficznymi ligandami [Gendaszewska-
Darmach i Kucharska, 2011].

Jak juz wcze$niej wspomniatam, potencjat terapeutyczny naturalnie wystepujacych
zewnatrzkomorkowych nukleotydéw jest ograniczony, poniewaz sg one szybko degradowane
przez liczne ekto-enzymy oraz biatka obecne w surowicy krwi. Z mys$la o zastosowaniu
modyfikowanych nukleotydow w aspekcie stymulacji gojenia ran zrodzit si¢ pomyst na
projekt ztozony przeze mnie do Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zatytulowany
»Synteza 1 badania biologiczne nowych ligandow receptorow nukleotydowych stymulujacych
proces gojenia ran. Identyfikacja mechanizmu molekularnego” (N N405 304736). Projekt ten
uzyskal finansowanie, a jego realizacja rozpoczela si¢ 29 kwietnia 2009 roku (termin
zakonczenia: 28 stycznia 2012 roku). Przedmiotem prac realizowanych w ramach w/w
projektu badawczego byta przede wszystkim synteza i badania biologiczne tiofosforanowych
analogéw nukleotydéw pirymidynowych. Zwiazki te zostaty zsyntetyzowane w Instytucie
Biochemii Technicznej PL przez mgr inz. Martg¢ Kucharska (obecnie Marta Kucharska-
Rytczak), pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Okruszka. Wszystkie badania biologiczne
byty realizowane bezposrednio przeze mnie lub pod moim kierunkiem, a ich wyniki zostang
zaprezentowane pozniej w ramach niniejszego autoreferatu. W tym czasie rozpoczgtam tez
opieke naukowg nad doktorantka - mgr inz. Edyta Laska (obecnie Edyta Wegltowska), ktorej
stalam si¢ wkrotce promotorem pomocniczym. Rozprawa doktorska mgr Weglowskiej,
zatytutowana ,, Tiofosforanowe analogi nukleotydéw - ligandy receptorow P2Y stymulujace
proces gojenia w warunkach hiperglikemicznych: badania in vitro” byta realizowana pod
kierunkiem prof. dr hab. Marii Koziotkiewicz. Realizujac projekt wprowadzatam doktorantke
w tajniki pracy z hodowlami komoérek ludzkich, analizy przezywalnosci i proliferacji
komorek oraz w metodologi¢ badan molekularnych, opartych m.in. na izolacji catkowitej puli
RNA, RT-PCR z pomiarem ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym, transfekcji komorek,
analizie mobilizacji wewnatrzkomorkowych jonow wapnia, testach immunoenzymatycznych
ELISA, itp.

W toku realizacji projektu oraz w miar¢ gromadzenia do§wiadczen, powstat przeglad,
napisany w gtdéwnej mierze przeze mnie z udziatem mgr inz. Marty Kucharskiej [“Nucleotide
receptors as targets in the pharmacological enhancement of dermal wound healing”.

Purinergic Signal., 7(2): 193-206 (2011); H-2], ktory koncentruje si¢ na roli receptorow
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nukleotydowych P2X 1 P2Y oraz ich ligandow w poszczegdlnych fazach procesu gojenia. W
pracy scharakteryzowano takze cztery etapy gojenia, ktore nakladaja si¢ na siebie w czasie i
przestrzeni: hemostaza, faza zapalna, faza proliferacyjna i przebudowa blizny. We wszystkich
fazach szczeg6lne znaczenie ma proces angiogenezy - powstawanie nowych naczyn
krwiono$nych na bazie juz istniejgcych. W artykule zwrdcono szczegdlng uwage na znaczaca
role nukleotydow w regulacji licznych procesow zachodzacych podczas poszczegodlnych faz
procesu gojenia ran w organizmie i zwigzane z tym mozliwosci terapeutyczne. Omowiona jest
takze ekspresja poszczegolnych receptorow P2X 1 P2Y w komorkach kluczowych dla gojenia.
W ramach realizacji projektu wlasnego ,,Synteza i1 badania biologiczne nowych ligandéw
receptoréw nukleotydowych stymulujacych proces gojenia ran. Identyfikacja mechanizmu
molekularnego” poddano analizie aktywnos$ci biologicznej szereg tiofosforanowych analogow
nukleotydéw. Modelami komorkowymi wykorzystywanymi w ramach realizacji projektu byty
komorki budujace skore: ludzkie pierwotne fibroblasty HDFa (ang. Human Dermal
Fibroblasts, adult) i keratynocyty linii HaCaT (ang. Human Skin Keratinocytes). W pracy
wykorzystywano tez ludzkie komorki $rodbtonka izolowane z zyly pepowinowej HUVEC
jako kluczowy model dla procesu angiogenezy. Pod koniec projektu, a takze podczas jego
kontynuacji wprowadzitam do wigkszosci analiz wariant hodowli komoérek w warunkach
hiperglikemicznych, co mialo na celu zblizenie do warunkow panujacych w ranach
cukrzycowych. Hiperglikemia upo$ledza bowiem proces gojenia ran, aw szczegdlnoSci
przebieg angiogenezy [Jazwa et al., 2006), zmniejsza tempo procesu proliferacji
keratynocytow, fibroblastow oraz komorek $rodbtonka [Sharma et al., 2006], a ponadto
sprzyja zwigkszeniu produkcji reaktywnych form tlenu [Schaeffer et al., 2003]. Kontynuacja
badan byta mozliwa miedzy innymi w ramach finansowania uzyskanego z Narodowego
Centrum Nauki w ramach projektu PRELUDIUM, ktorego kierownikiem byta mgr inz. Edyta
Wegtowska (,,Tiofosforanowe analogi nukleotydow pirymidynowych jako wielofunkcyjne
ligandy receptorow P2Y6 i P2Y 14 w warunkach hiperglikemii” (012/05/N/NZ5/02626)).
Analizie poddano wpltyw badanych nukleotydow na przezywalno$¢ 1 proliferacje
keratynocytow, fibroblastow i komorek srodblonka oraz wydzielanie przez keratynocyty i
fibroblasty kluczowego dla angiogenezy biatkowego czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn
VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor). Zbadano tez profile ekspresji genow
kodujacych receptory nukleotydowe w badanych modelach komorkowych. W celu
bezposredniej oceny proliferacji komorek zastosowano test CyQUANT® Direct Cell
Proliferation Assay, ktory pozwala na ilo§ciowe wyznakowanie komorkowego DNA przez
barwnik fluorescencyjny. Wykorzystano takze test PrestoBlue™ Cell Viability Reagent, aby

oceni¢ aktywnos$¢ metaboliczng komorek (przezywalno$¢), poprzez pomiar stopnia redukcji
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rezazuryny przez reduktazy mitochondrialne. Wyniki dotyczace zréznicowanego wplywu
niemodyfikowanych di- i trifosforanow nukleozydow oraz ich tiofosforanowych analogéw na
proliferacje komorek zostaty opisane w publikacji ,,Proangiogenic properties of nucleoside 5'-
O-phosphorothioate analogues under hyperglycaemic conditions” [Curr Top Med Chem. 15
(23), 2464-74 (2015); H-7]. Badane nukleotydy najwigkszy wplyw wywierajg na
keratynocyty linii HaCaT. Najbardziej efektywne w intensyfikacji metabolicznej aktywnosci
komorek HaCaT oraz, w mniejszym stopniu, w stymulacji ich proliferacji byty trifosforan i a-
tiotrifosforan urydyny, zaré6wno w podiozu 0 normalnym (25 mM), jak i w podwyzszonym
(50 mM) stezeniu glukozy. Z kolei ATP i jego analogi pozostaly nieaktywne. Zarowno UTP,
jak réwniez ATP naleza do agonistow receptora P2Y2, ktorego wysoka ekspresje w
komorkach HaCaT rowniez wykazano w w/w pracy H-7. Receptor P2Y2 jest zaangazowany
w proliferacj¢ keratynocytow, natomiast aktywowany przez ATP P2X5 jest prawdopodobnie
zwigzany z procesem ich roznicowania. Obecno$¢ produktu ekspresji genu P2XS5 zostata
réwniez przez nas udowodniona. Wysoka aktywnos¢ wykazywaty tez UDP i UDPS, bedace
agonistami receptora P2Y®6.

Z kolei stgzenie czynnika VEGF wydzielanego przez komorki inkubowane w
obecnosci nukleotydow oceniano metoda immunoenzymatyczng ELISA w oparciu o test
VEGF Human ELISA Kit firmy Life Technologies. VEGF jest produkowany przez wiele
typow komorek, ktore uczestniczg w procesie gojenia. Oprocz keratynocytow 1 fibroblastow
biatko to wydzielajg rowniez komorki migsni gladkich, ptytki krwi, neutrofile, makrofagi, a
takze niektore komorki $rodbtonka [Bao et al., 2009]. Wczesniejsze dane wskazywatly, ze
aktywacja ptytek krwi przez ADP za posrednictwem receptoréw P2Y1 i P2Y12 powoduje
wzrost stezenia wydzielanego VEGF [Bambace et al., 2010]. ATP i UTP przyczyniajg si¢ do
zwigkszenia ilosci VEGF wydzielanego z fibroblastow takze za pos$rednictwem receptora
P2Y2 [Jin et al., 2014]. Sposrdd tiofosforanowych analogéw nukleotydow do chwili obecne;j
jedynie ATPyS zostal zbadany pod katem jego wplywu na wydzielanie biatka VEGF-A.
Autorzy udowodnili, ze w ludzkich komoérkach dendrytycznych pochodzenia monocytarnego
inkubowanych w obecnosci y-tiofosforanu adenozyny ma miejsce wzrost ekspresji genu
VEGF-A, jak rowniez zwigkszenie sekrecji samego biatka [Bles et al., 2007]. Uzyskane przez
nas wyniki réwniez dowodza, ze nukleotydy, a zwlaszcza ich tiofosforanowe analogi maja
istotny wptyw na ilos¢ wydzielanego z komorek czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego.
Jest to szczegolnie istotne z uwagi na fakt, ze wysokie st¢zenie glukozy, jakie panuje w ranie
cukrzycowej, obniza produkcj¢ VEGF, co wykazano mig¢dzy innymi na przyktadzie ludzkich
keratynocytow [Jazwa et al., 2006]. Nasze badania z udziatem keratynocytéw linii HaCaT

dowiodtly, ze sposrod analizowanych zwigzkéw najsilniejszg stymulacje produkcji VEGF-A
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wywotat nie tylko analizowany juz wczesniej pod tym katem ATPyS, ale takze UTP, a
zwlaszcza jego tiofosforanowe analogi, UTPaS i UTPyS. W warunkach hiperglikemicznych
stymulacja po inkubacji z tymi zwigzkami byta nawet silniejsza w poréwnaniu z warunkami
standardowymi.

Innym waznym aspektem aktywnos$ci zewnatrzkoméorkowych nukleotydow opisanym
w pracy H-7 jest ich wplyw na proces migracji komérek HaCaT. Zdolno$¢ migracji
keratynocytow i fibroblastéw do srodowiska rany z sasiednich obszaréw rowniez decyduje o
powodzeniu procesu gojenia. Stopien migracji komorek okre$lano za pomocag testu
zarastania rysy wykonanej w monowarstwie rosngcych komorek. Metoda ta okreslana jest
takze jako test gojenia in vitro. Sposrod analizowanych nukleotydow ATPyS i UTPyS
najsilniej zwigkszaty stopien migracji keratynocytow, przy czym efekt stymulacyjny
utrzymywat si¢ takze w wysokim stezeniu glukozy.

W toku realizacji projektéw ,,.Synteza i1 badania biologiczne nowych ligandow
receptoréw nukleotydowych stymulujacych proces gojenia ran. Identyfikacja mechanizmu
molekularnego” oraz ,Tiofosforanowe analogi nukleotydow pirymidynowych jako
wielofunkcyjne ligandy receptorow P2Y6 1 P2Y14 w warunkach hiperglikemii” jedng z
najbardziej istotnych obserwacji byto stwierdzenie stymulacji przezywalnos$ci 1 migracji
komorek, jak rowniez stymulacji sekrecji czynnika VEGF przez 5’-O-monotiofosforany
nukleozydow. Na szczegdlng uwage zastuguje aktywnos¢ TMPS, UMPS, CMPS i AMPS,
ktére stymulowaly zar6wno przezywalno$¢, jak i proliferacj¢ keratynocytow linii HaCaT,
szczegdlnie w warunkach hiperglikemicznych. Zwiazki te stymulowaly tez wydzielanie
VEGF-A przez keratynocyty linii HaCaT, jak rowniez fibroblasty HDF w warunkach
prawidtowego stezenia glukozy. W warunkach hiperglikemicznych ich aktywnos$¢ byla nieco
mniejsza, ale rowniez wywolaly istotne statystycznie zmiany ilo$ci produkowanego
proangiogennego biatka. Niemodyfikowane monofosforany nukleozydéw nie wywolywaty
takich efektow. Obserwacje to potwierdzaly hipoteze, ze 5’-O-monotiofosforany
nukleozydow moga stanowi¢ ligandy receptorow nukleotydowych P2Y. Hipoteza ta zostata
przeze mnie udowodniona, co bgdzie omoéwione szerzej w nastgpnym podrozdziale [H-8 i H-
9].

Ze wzgledu na zaobserwowanie unikatowych potencjalnie proangiogennych
wiasciwosci 5’-O-monotiofosforanéw nukleozydéw w nastepnym etapie pracy postanowilam
zbada¢ wplyw wyselekcjonowanego nukleotydu (5’-O-monotiofosforan tymidyny) na
aktywacj¢ procesu angiogenezy in vivo (ocena makroskopowa i histopatologiczna). W tym
celu nawigzatam wspoélprace z dr Barttomiejem Grobelskim, petnigcym funkcje¢ kierownika

Zwierzetarni Wydziatu Farmaceutyczego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, gdzie zostaly
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przeprowadzone wszystkie eksperymenty z udzialem zwierzat doswiadczalnych (Szczury).
Jako nosnik nukleotydow zostata zastosowana bionanoceluloza wytwarzana w Instytucie
Biochemii Technicznej PL jako preparat opatrunkowy. Grupy do$wiadczalne poddane byty
procedurze wszczepienia w kieszonki podskorne preparatu BNC poprzez nacigcie skory o
dlugos$ci okoto 1 cm, a nastgpnie doktadne zszycie brzegéw rany. Po 30 dniach od momentu
implantacji preparaty bionanocelulozy zostalty wyjete w celu wykonania analizy
makroskopowej i histopatologicznej. We wszystkich przypadkach rany powstate po nacigciu
skory nie posiadaty cech zapalnych oraz ropnych, a gojenie rany przebiegalo w sposob
prawidtowy. Krazki BNC wypreparowane z kieszonek podskérnych po 30 dniach od
implantacji, po uprzednim utrwaleniu w 10% formalinie zostaty zatopione w parafinie, a
nastepnie z bloczkow parafinowych wykonywano skrawki barwione hematoksyling i eozyna.
Analiza histopatologiczna preparatu celulozy bakteryjnej nasaczonej roztworem TMPS (0,7
mg/krazek) wykazata silne unaczynienie oraz brak ostrego odczynu zapalnego. Dla
porownania w preparacie kontrolnym obserwowano jedynie nieliczne naczynia krwiono$ne
(Rys. 2). Zastosowany jako nukleotyd kontrolny difosforan urydyny wykazywat znikoma
aktywno$¢ proangiogenng. W preparatach z zaadsorbowanym na powierzchni UDP pojawity
si¢ jedynie bardzo nieliczne drobne naczynia krwiono$ne, przy czym rdéwniez nie
obserwowano odczynu zapalnego (Dane niepublikowane, prezentowane przeze mnie podczas
wyktadu na zaproszenie na IV Congress of Polish Biotechnology and “IV EUROBIOTECH
2011” Central European Congress of Life Sciences (,,Modified nucleotides in treatment of
wound healing”; pazdziernik 2011, Krakow).

wboae L?M S o 4
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Rysunek 2. Bionanoceluloza nasgczona roztworem TMPS w ilosci 0,7 mg (A, C) oraz preparat
kontrolny (B, D) 30 dni po wszczepieniu w Kieszonki podskérne szczura oraz analiza
histopatologiczna skrawkéw barwionych hematoksyling i eozyng.
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Zostaly réwniez podjete proby oceny wpltywu TMPS na przyspieszenie gojenia ran u
szczurdw, przy zastosowaniu modelu przewleklego gojenia rany. W celu wygenerowania
takiego modelu zostata zastosowana mitomycyna C — zwigzek przeciwnowotworowy
wyizolowany ze Streptomyces caespitosus, ktorego rola polegala na powstrzymaniu
naturalnej proliferacji fibroblastow, keratynocytow i komorek nabtonka (Murakami et al.,
2010). Wygenerowane rany zostaty pokryte krazkami bionanocelulozy o $rednicy okoto 1 cm.
Jeden krazek zostal nasaczony roztworem TMPS, a drugi stanowit kontrole. Procedura
zmiany opatrunku byla powtarzana u kazdego zwierzecia dwa razy w tygodniu. Okreslone
punkty czasowe wybrano w celu oceny tempa regeneracji skory (mierzonej jako $rednica
rany) pod wpltywem opatrunku celulozowego zawierajagcego 5’-O-monotiofosforan tymidyny,
jak réwniez opatrunku kontrolnego. Niestety, zastosowany model przewleklego gojenia ran
okazal si¢ mie¢ duze ograniczenia podczas badania wptywu TMPS zaadsorbowanego na
opatrunku celulozowym. Po pierwsze, zmiana opatrunku celulozowego powinna mie¢ miejsce
co 24 godziny w celu unikni¢cia nadmiernego wysuszania krazkéw celulozy i integracji z
rang, co jednak wydaje si¢ niemozliwe w przypadku szczurzego modelu do$wiadczalnego
(opatrunek byl przymocowywany pojedynczymi szwami za pomoca nici chirurgicznych po
uprzednim us$pieniu poprzez domig$niowe podanie ketaminy i1 ksylazyny). By¢ moze
opatrunek wykonany z innego materiatu niz BNC byltby do tego celu bardziej przydatny. Po
drugie, procedura oczyszczania ran z fragmentow tkanki martwicze; powodowala stymulacje
prawidlowego procesu gojenia, co potwierdzone zostalo zarbwno w obrazie klinicznym rany,
jak i w analizie histopatologicznej. Ze wzgledu na wicksza ilo$¢ ran oczyszczanych w
pierwszych dniach trwania eksperymentu w grupie kontrolnej, w pdzniejszych punktach
czasowych udziat ran martwiczych zostat zmieniony na niekorzys$¢ opatrunku zawierajacego
TMPS. Mozna wigc wyciagna¢ wniosek, ze w przypadku tego typu badan procedura
oczyszczania ran nie powinna zosta¢ wprowadzona, pomimo wysokiego ryzyka
ogolnoustrojowych powiktan. Majagc na uwadze ograniczenia zastosowanego w trakcie
realizacji projektu modelu, w kolejnym etapie badan chciatabym rozwazy¢ wykorzystanie
szczurow ZDF (Zucker Diabetic Fatty) bedacych powszechnie stosowanym modelem
doswiadczalnym cukrzycy typu 2 z otyloscia.

Innym projektem, w ktérym postanowitam wykorzysta¢ potencjal tiofosforanowych
pochodnych nukleotydéw, jest okreslenie roli nukleozydotiofosforanow jako czynnikow
promujacych proces zasiedlania implantow wykonanych =z bionanocelulozy przez
chondrocyty. Uszkodzenie tkanki chrzestnej (np. takotki) jest jednym z najczesciej
wystepujacych urazow [Fox et al., 2015]. Rozwigzaniem moze by¢ w takim przypadku

przeszczep allograficzny lub zastosowanie implantow wytworzonych 2z rdéznego typu
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biomateriatdéw, stanowigcych rusztowanie dla proliferujagcych komorek. Dla otrzymaniu
implantu kluczowe jest wytworzenie struktury przestrzennej, w ktorej chondrocyty
réwnomiernie zasiedlg powierzchni¢ BNC, jak rowniez wnikng glebiej. Celem prowadzonych
pod moim kierunkiem badan jest migdzy innymi wykorzystanie czynnikéw, ktore moga
stymulowa¢ proces migracji chondrocytow. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
zwigzkami stymulujagcymi migracje komoérek moga byé wilasnie tiofosforanowe analogi
nukleotydéw [H-8, H-9]. Tematyka ta jest realizowana przez mgr inz. Marcina Szustaka,
ktorego opiekunem naukowym jestem od roku 2013. Promotorem rozprawy doktorskiej
,»Wplyw pochodnych nukleotydow na fenotyp oraz migracje ludzkich chondrocytow takotki
rosngcych in vitro na powierzchni bionanocelulozy” jest prof. dr hab. Stanistaw Bielecki.
Wymieniony powyzej kierunek badan ma na celu nie tylko wyjasnienie
molekularnych podstaw aktywnosci tiofosforanowych analogéw nukleotydéw. Okreslenie
przydatnosci wytwarzanej na drodze biotechnologicznej bionanocelulozy jako rusztowania do
odbudowy uszkodzonej chrzastki wraz z oceng przydatnosci tiofosforanowych ligandow
receptorow nukleotydowych w procesie zasiedlania biomateriatu chondrocytami ma charakter
typowo aplikacyjny 1 wpisuje si¢ w interdyscyplinarny nurt badan wykorzystujacy zdobycze

biotechnologii w medycynie regeneracyjnej.

C.3 Identyfikacja mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego za aktywnosé¢
biologiczng  5’-O-monotiofosforanéw  nukleozydow  (identyfikacja  receptora
nukleotydowego) [H-8 i H-9]

e 5’-O-monotiofosforany nukleozydéw jako agonisci receptorow P2Y

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wskazuja, ze nie tylko di- i trifosforany
nukleozydow, ale rowniez 5°-O-monotiofosforany nukleozydow moga stanowi¢ ligandy
receptorow nukleotydowych. Jedng z metod identyfikacji ligandéw receptoréw GPCR jest
okreslenie ich wplywu na wtorne przekazniki komorkowe, w tym mobilizacje
wewnatrzkomorkowych zasobow wapnia. Przytaczenie agonisty do wielu receptorow klasy
P2Y powoduje zmiang konformacji receptora, co pozwala na oddziatywanie z
heterotrimerycznym biatkiem G po stronie wewnatrzkomorkowej 1 zapoczatkowanie szeregu
odpowiedzi komorkowych. W przypadku biatek Gq powstajacy trifosforan inozytolu (IPs)
otwiera IPs-zalezny kanat wapniowy siateczki §rodplazmatycznej, w nastepstwie czego ma
miejsce uwalnianie jonow Ca®" do cytoplazmy i zwiekszenie ich stezenia.

We wstepnych badaniach wykorzystano komorki $rédblonka HUVEC w celu

wykazania mozliwosci mobilizacji wewnatrzkomorkowych zasoboéw jondow wapnia w
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odpowiedzi na UDP, ktéry stanowi agonist¢ receptorow P2Y6 oraz P2Y 14, jak rowniez pod
wplywem TMPS, ktory nie byt wczesniej w literaturze rozwazany jako ligand receptorow
z rodziny P2Y. Analizy z zastosowaniem wapnioczulego barwnika fluorescencyjnego Fluo-8
wykazaly, ze dodanie 5’-O-monotiofosforanu tymidyny powoduje wzrost st¢zenia jonow
wapnia W cytoplazmie komoérek HUVEC, co stanowi dowod na aktywacje przez TMPS

receptora sprzezonego najprawdopodobniej z biatkiem Ggq.

Ze wzgledu na mozliwos¢ aktywacji receptorow nukleotydowych P2Y w komorkach
HUVEC podjeto probe bezposredniej identyfikacji konkretnych biatek receptorowych, dla
ktorych ligandami moga by¢ 5’°-O-monotiofosforany nukleozydéw. W tym celu konieczne
bylo dysponowanie linig komorkowa z ekspresja pojedynczego receptora P2Y. Ze wzgledu na
trudno$ci z uzyskaniem nadekspresji pojedynczych receptorow nukleotydowych, podjetam
decyzje o wystaniu 5’-O-monotiofosforanow nukleozydow do dwoch firm oferujacych
odptatng analize wtasciwosci agonistycznych i antagonistycznych potencjalnych ligandow
receptoréw P2Y. Pierwsza z firm, GenScript Corporation, przeprowadzita analizy, z
zastosowaniem komorek gwiazdziaka 1321N1 ze stabilng ekspresja receptoréw P2Y1-P2Y12,
natomiast w drugiej, Multispan Inc., z wykorzystaniem tych samych komorek, analizowano
aktywacje receptorow P2Y6, P2Y11 i P2Y13. Firma Multispan Inc. przeprowadzila takze
analizg aktywacji receptora P2Y 14 eksprymowanego w ludzkich komoérkach embrionalnych
nerki linii HEK293T (ang. Human Embryonic Kidney). Okazato si¢, ze TMPS posiada
aktywnos$¢ agonisty receptora P2Y6 nie wykazujac takich wtasciwosci w stosunku do innych
receptorow P2Y. Jedynie P2Y11 1 P2Y 14 w bardzo niewielkim 1 nieistotnym pod wzgledem
statystycznym stopniu ulegaty aktywacji pod wplywem TMPS. Wyniki uzyskane w
wykorzystaniem komorek ze stabilng ekspresja receptorow P2Y sa zgodne z wynikami badan
funkcjonalnych uzyskanymi w naszym zespole, ktore dowodza, ze wyciszenie genu receptora
P2Y6 znosi efekt stymulacji migracji komorek wywolany przez TMPS [Gendaszewska-
Darmach i Szustak, 2016; H-8]. Warto nadmieni¢, ze artykut H-8 zostat uznany przez ,,Global
Medical Discovery", czasopismo i portal prezentujacy kluczowe osiggnigcia w zrozumieniu
chorob cztowieka, za prace 0 naukowo istotnym znaczeniu

(https://globalmedicaldiscovery.com/category/key-scientific-articles/ (marzec 2016).

Wszystkie analizowane pirymidynowe 5’-O-monotiofosforany nukleozydow (TMPS,
UMPS, CMPS) okazaly si¢ agonistami receptora P2Y6, przy czym najwigksza mobilizacje
jonow wapnia wywotywal UMPS. Analiza ta stanowi dowdd na to, Ze nie tylko UDP czy jego
tiofosforanowy analog UDPfS, lecz 5’-O-monotiofosforany nukleozydow pirymidynowych

dziataja jako ligandy receptora P2Y6. Aktywnosci takiej nie wykazuja 5’-O-
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monotiofosforany nukleozydoéw purynowych (np. AMPS), a takze niemodyfikowane 5’-O-
monofosforany nukleozydow pirymidynowych (UMP).

5’-O-monotiofosforany nukleozydéw, z wyjatkiem TMPS, nie wykazuja
specyficznosci w stosunku do pojedynczego receptora P2Y. AMPS posiada np. aktywnos¢
agonisty receptora P2Y'11, ktorego natywnym ligandem jest ATP, a UMPS, CMPS i AMPS
aktywuja receptor P2Y14, ktorego naturalnym agonista jest UDP-glukoza. Najmniej
specyficznym sposréd badanych receptorow okazat si¢ wtasnie P2Y 14, ktérego naturalnym
ligandem jest UDP-glukoza. Ulegal on aktywacji nie tylko pod wplywem 5°-O-
monotiofosforanéw nukleozydow pirymidynowych (UMPS, CMPS), ale takze pod wptywem
niemodyfikowanego UMP oraz AMPS. Najwigksza aktywnos$¢ sposrod badanych zwigzkow
wykazal UMPS, ktory byt takze najsilniejszym agonista P2Y6.

Unikatowy wptyw 5’-O-monotiofosforanu tymidyny jako agonisty tylko jednego
receptora wsrdéd receptorow nukleotydowych P2Y  (receptora P2Y6) =zostal rowniez
potwierdzony poprzez analize stymulujacego wplywu tego nukleotydu na migracje komorek
HelLa z wykorzystaniem zjawiska interferencji RNA oraz z zastosowaniem selektywnego
antagonisty receptora P2Y6 MRS 2578 (1,1°-(butan-1,4-diylo)bis[3-(3-
izotiocyjanianofenylo)tiomocznik]. zwigkszona stabilno§¢ TMPS w poréwnaniu z
niemodyfikowanymi nukleotydami, jak roéwniez jego powinowactwo do receptora P2Y6
moga by¢ odpowiedzialne za wywotywane efekty dlugoterminowe takie jak migracja

komorek.

e 5’-O-monotiofosforan tymidyny jako antagonista receptora P2Y14

Podczas analizy pomiaru mobilizacji wewnatrzkomérkowych zasoboéw jondw wapnia
z wykorzystaniem komorek HEK293T wykazujacych stabilng ekspresje receptora P2Y14
wykazano takze unikatowe antagonistyczne dziatanie 5’-O-monotiofosforan tymidyny.
Okazato si¢, ze TMPS hamuje wyrzut jonow wapnia wywotany przez UDP-glukoz¢ (UDPG),
ktora jest endogennym agonistag P2Y14. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze pre-inkubacja z
pozostatymi analizowanymi 5’-O-monotiofosforanami nukleozydow (AMPS, UMPS, CMPS)
rowniez skutkowata zmniejszong odpowiedzia komoérek HEK293T na obecnos¢ UDPG.
Spadek ten byt jednak najprawdopodobniej spowodowany zjawiskiem desensytyzacji
receptora P2Y 14 wywotanym przez AMPS, UMPS i CMPS, ktore dzialaja jako jego agonisci.
Desensytyzacja receptorow GPCR wystepuje podczas wystawienia ich na dzialanie agonisty
lub antagonisty, a mechanizmy lezace u podstaw tego zjawiska obejmujg m. in. odlgczenie

receptora od biatka G lub internalizacje receptora [Zizzo i wsp., 2012].
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Stwierdzony przeze mnie antagonizm 5’-O-monotiofosforanu tymidyny w stosunku do
receptora P2Y14 jest zupelnie nowym odkryciem i moze przyczyni¢ si¢ do znalezienia
nowych, skuteczniejszych struktur antagonistow tego receptora. Nikt wczesniej nie opisat
aktywnosci TMPS jako antagonisty/agonisty jakiegokolwiek receptora nukleotydowego.
Antagonizm TMPS wobec P2Y14 jest niezwykle istotny, gdyz receptor ten reguluje m. in.
aktywno$¢ komorek tucznych (mastocytow), odgrywajacych kluczowa role w inicjowaniu
reakcji nadwrazliwo$ci typu I lezacej u podstaw proceséw alergicznych, a takze stanow
zapalnych. Charakterystyczng cechg morfologiczng mastocytow jest obecnos¢ licznych
ziarnisto§ci w cytoplazmie, w ktérych gromadzone sg mediatory o szerokim spektrum
dziatania (np. histamina, serotonia, trypaza, leukotrieny) [Molderings, 2010]. Naturalnym i
najczestszym mechanizmem aktywujacym komorki tuczne jest pobudzenie receptora o
wysokim powinowactwie do immunoglobulin klasy IgE (FceRI). Zwigzanie antygenu
(alergenu) przez polaczone z receptorem FceRI przeciwciata IgE prowadzi do degranulacji
komorek, czyli gwattownego uwolnienia zawartosci ziarnistosci [Gilfillan i Tkaczyk, 2006], a
na proces ten moze wpltywaé takze aktywacja innych receptoréw obecnych w btonie
komorkowej mastocytow, w tym receptora P2Y14 [Gao et al., 2013]. Mozliwosé
modyfikowania odpowiedzi komorek tucznych poprzez receptory nukleotydowe stwarza wiec
nowy cel dla terapii nadwrazliwosci typu 1. Ligandy tych receptoréw, a zwlaszcza selektywni
antagonisci, mogg stac si¢ podstawg lekow antyalergicznych nowej generacji. Zahamowanie
zjawiska degranulacji komoérek tucznych wydzielajacych liczne mediatory odpowiedzi
zapalnej jest takze zwigzane z poszukiwaniami nowych zwiazkow chemicznych dziatajacych
jako stymulatory trudno gojacych sig ran.

Bioragc pod uwage stwierdzone antagonistyczne dziatanie 5’-O-monotiofosforanu
tymidyny, postanowitam sprawdzi¢ wptyw tego nukleotydu na aktywacj¢ komorek tucznych
na drodze zaleznej od receptora FceRI. Jako model komoérek tucznych zostala wykorzystana
szeroko stosowana w badaniach immunologicznych linia komoérkowa RBL-2H3
charakteryzujgca si¢ wysoka ekspresjg receptora FceRI (500 000 czasteczek/komorke)
[Passante et al., 2009]. Linia ta zostala wykorzystana w przeprowadzonych przez nas
badaniach réwniez dlatego, ze istnieja dane literaturowe potwierdzajace wysoka ekspresje
receptora P2Y 14 w tych komoérkach [Gao et al., 2010].

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano migdzy innymi Stymulacje
mobilizacji wewnatrzkomoérkowych jonow wapnia w komoérkach RBL-2H3 nie tylko pod
wplywem UDP-glukozy, ale takze 5’-O-monotiofosforané6w nukleozydéw. UMPS i AMPS
wywoltuja wzrost st¢zenia jondw wapnia w komoérkach tucznych RBL-2H3. Slabsza

aktywacje wywolywaly rowniez CMPS oraz UMP. Niewielki wzrost stgzenia Ca?'
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zaobserwowano takze pod wptywem dodania TMPS. Uzyskany wynik §wiadczy o istnieniu
na powierzchni komoérek RBL-2H3 receptoréw aktywowanych przez 5’-O-monotiofosforany
nukleozydow. Jednak najbardziej istotng obserwacja bylo stwierdzenie zahamowania wzrostu
stezenia Ca®* stymulowanego przez selektywnego agoniste receptora P2Y14 MRS 2690
(difosforan  1-(a-D-glukopiranozylo)-2-(2°-tiourydyn-5"’-ylowy)) pod wplywem 5’-O-
monotiofosforanu tymidyny. Wynik ten potwierdza antagonistyczne wiasciwosci TMPS i
obserwacje uzyskane wczesniej na linii komoérkowej HEK293T ze stabilng ekspresja
receptora P2Y 14.

Wiasciwosci antagonistyczne 5°-tiofosoranu tymidyny wobec receptora P2Y 14 zostaty
takze potwierdzone w tescie funkcjonalnym degranulacji komoérek tucznych linii RBL-2H3.
Zastosowany pomiar ilosci uwolnionej B-heksoaminidazy (B-HEX, enzymu uwalnianego
rownoczesnie z histaming), jest podstawowa metodg badawcza pozwalajaca oceni¢ stopien
aktywacji i degranulacji komorek tucznych. Zgodnie z oczekiwaniami, UDP-glukoza
znacznie zwigkszata uwalnianie 3-heksoaminidazy, podobnie jak UDP, UMP, UMPS, CMPS
i AMPS. Jedynym wyjatkiem okazal si¢ by¢ 5’-tiofosforan tymidyny. Co wigcej, TMPS
powodowat zniesienie stymulacji degranulacji wywotanej przez UDP-glukoze oraz
selektywnego agoniste receptora P2Y 14, a mianowicie MRS 2690. Test ten stanowi kolejny
dowdd na unikatowe wsrod 5°-O-monotiofosforanow nukleozydoéw antagonistyczne dziatanie
5’-0O-monotiofosforanu tymidyny wzgledem receptora P2Y 14.

Podsumowujac, sposrod 5’-O-monotiofosforanéw nukleozydéw TMPS okazat si¢ by¢
antagonistg receptora P2Y 14, w przeciwienstwie do UMPS, CMPS, a nawet AMPS. Mozliwg
przyczyng utraty aktywnosci agonistycznej przez TMPS jest to, ze zwigzek ten pozbawiony
jest grupy hydroksylowej w pozycji 2'. Obecno$¢ grup hydroksylowych w pozycjach 2°13'w
czasteczce rybozy zostata zidentyfikowana przez Trujillo i wsp. jako element strukturalny
niezbedny do aktywacji receptora P2Y14. Seria deoksyrybonukleotydow nie jest bowiem w
stanie utworzy¢ wszystkich koniecznych interakcji z udzialem wigzan wodorowych, ktére sg
obserwowane w rybonukleotydach [Trujillo et al.,, 2015]. Dlatego, aby potwierdzi¢ te
sugestie, porownatam wptyw dwoch tiofosforanowych analogéw zawierajacych adening.
Okazalo si¢, ze JAMPS, w przeciwienstwie do AMPS, hamuje wywotang przez UDP-glukoze
degranulacje komorek RBL-2H3.

Blokowanie receptora P2Y 14 jest korzystne ze wzgledu na jego udziat w uwalnianiu
przez komorki tuczne mediatoréw stanéw zapalnych, co pozwala stworzy¢ lepsze warunki dla
prawidlowego przebiegu procesu gojenia. Jednocze$nie, zdolnos¢ do aktywacji receptora

P2Y6 przez TMPS i prawdopodobny udziat w stymulacji sekrecji czynnika VEGF-A sa

21



Dr Edyta Gendaszewska-Darmach Zatgcznik 2 — Autoreferat

unikatowe wérod ligandow P2Y pod katem dwukierunkowej pozytywnej regulacji przebiegu

procesu gojenia.

C4 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-fosfodiestrowe i 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-

tiofosforanowe analogi lizofosfolipidow: zalezne od struktury funkcje biologiczne

Modyfikacje tiofosforanowe czgsteczek bedacych ligandami receptorow GPCR
okazaly sie¢ istotne nie tylko w przypadku nukleotydowych agonistoéw/antagonistow
receptorow Klasy P2Y, ale rowniez dla otrzymania zupelie nowej grupy zwigzkow
nalezacych do lizofosfolipidow (LPL). Obecnie wiadomo, ze lizofosfolipidy, posiadajace
tylko jedna reszt¢ kwasu tluszczowego zwigzang ze szkieletem glicerolowym, naleza obok
nukleotydow, do grupy czasteczek sygnalowych i w ten sposéb moga regulowaé szereg
waznych proceséw fizjologicznych 1 patofizjologicznych. Wyniki najnowszych badan
wskazuja, iz LPL sg zwigzane z etiologig takich chordb, jak: nowotwory, cukrzyca, otytos¢ i
miazdzyca. Podczas gdy historia badan nad receptorami nukleotydowymi rozpoczeta sie
ponad 40 lat temu, istnienie bialek receptorowych aktywowanych przez lizofosfolipidy
odkryto dopiero w potowie lat 90-tych ubiegtego stulecia. Mimo ze obecnos¢
lizofosfatydylocholiny (LPC) w osoczu odnotowano juz na poczatku XX wieku [Kihara et al.,
2015], dopiero w roku 1996 zidentyfikowano pierwszy receptor GPCR rozpoznawany przez
kwas lizofosfatydowy (LPA), okreslony pdzniej wg nomenklatury Mig¢dzynarodowej Unii
Farmakologicznej jako LPA1l [Hecht et al., 1996]. Kwas lizofosfatydowy nalezy tez do
lizofosfolipidow o najlepiej poznanej funkcji. Zaliczany jest do tzw. fosfolipidowych
czynnikdbw wzrostu, regulujac m.in. proliferacj¢ 1 migracj¢ komorek, a takze stymulujac
procesy karcynogenezy i angiogenezy. Stezenie LPA w surowicy krwi zalezy od poziomu i
aktywnosci lizofosfolipazy D (autotaksyny, ATX), ktora hydrolizuje lizofosfatydylocholing z
uwolnieniem LPA i choliny [Tsuda et al., 2006]. Rozwo6j metod analitycznych, przede
wszystkim spektrometrii mas, doprowadzit w ciggu ostatniej dekady do identyfikacji innych
lizofosfolipidow o potencjalnym znaczeniu fizjologicznym. W warunkach in vivo, oprocz
LPA i LPC, wystepuja m.in. lizofosfatydyloinozytol (LPI), lizofosfatydyloseryna (LPS),
lizofosfatydyloetanoloamina (LPE) oraz lizofosfatydylotreonina (LPT) [Makide et al., 2009].
Roéznorodnosé  struktur zwigzkow lizofosfolipidowych odzwierciedla roznorodnos¢ ich
funkcji w zywych organizmach, a gltdéwnym odkryciem w dziedzinie biologii LPL w ostatniej
dekadzie jest to, ze ich funkcje fizjologiczne sa zwigzane z aktywacja specyficznych

receptorow btonowych komorki. Jednak wiedza dotyczaca aktywowanych przez LPL
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receptoréw oraz szlakow sygnatowych jest nadal fragmentaryczna, a wnioski wynikajace z
pewnych badan — wrgez kontrowersyjne.

Dzigki wcze$niejszym do$wiadczeniom w syntezie 1 badaniu aktywnoSci
biologicznych tiofosforanowych analogow nukleotydow, szybko stato si¢ dla mnie jasne, ze
tiofosforanowe analogi LPL moga by¢ bardzo warto$ciowym narzedziem w badaniach funkcji
i celow biologicznych wybranych lizofosfolipidow. Jako biolog molekularny (z
wyksztalcenia) i doktor nauk chemicznych zdawatam sobie sprawe, jak zaprojektowac
wstepne badania nad tiofosforanowymi analogami LPL, aby zdefiniowa¢ mozliwosci ich
zastosowania w dalszych badaniach. Jednym z kluczowych problemoéw, ktore nalezato brac
pod uwage jest charakterystyczny ksztatt czasteczek lizofosfolipidéw w postaci stozka
(pojedynczy tancuch weglowy i duza grupa polarna). Taka struktura nadaje im wihasciwosci
zblizone do detergentow mogace by¢ przyczyna destrukcji blon biologicznych. Szczegdlna
uwage nalezalo wigc poswigci¢ badaniom cytotoksyczno$ci 1 wlaczy¢ do warsztatu
badawczego wigksza pule testow w pordwnaniu z analiza cytotoksycznosci nukleotydow.
Przyktadem moze by¢ pomiar uwalniania przez komoérki dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
wskazujacy na stopien zaburzenia integralnosci blony komorkowej.

W roku 2007 rozpoczeliSmy realizacje zadania ,,Synteza 1 aktywnos$¢ biologiczna
tiofosforanowych i ditiofosforanowych analogow lizofosfolipidow” w grancie zamawianym
PBZ-MNiSW-07/1/2007 pt. “Biofosforany i oligonukleotydy oraz ich kongenery jako
diagnostyki i leki nowej generacji” finansowanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego (koordynator prof. dr hab.Barbara Nawrot). W/w zadaniem kierowata prof. Maria
Koziotkiewicz, a ja wraz z prof. Okruszkiem pehnilismy role gtownych wykonawcow. Bratam
takze aktywny udzial w przygotowywaniu w/w wniosku grantowego. W ramach realizacji
projektu zsyntetyzowano seri¢ analogéw kwasu lizofosfatydowego, cyklicznego kwasu
fosfatydowego i lizofosfatydylocholiny, zawierajacych w pozycji sn-1 glicerolu reszt¢ kwasu
tluszczowego (12:0, 14:0, 16:0, 18:0 albo 18:1), w pozycji sSn-2 grupe metoksylowa
zapobiegajaca migracji reszt acylowych, a w pozycji sn-3 - resztg¢ tiofosforanowa lub
ditiofosforanowa, w ktorej jeden lub dwa z niemostkowych atomow tlenu zostaty zastapione
atomem (atomami) siarki. Na podstawie naszych wczesniejszych obserwacji dotyczacych
stabilnosci tiofosforanowych analogow nukleotydow, zaktadalismy, ze modyfikowane
pochodne LPL bedg takze bardziej oporne na dziatanie enzymow hydrolitycznych. Trzeba
jednak doda¢, ze w chwili rozpoczecia naszych badan nad tiofosforanowymi analogami
lizofosfolipidow, wiedza na temat ich stabilno$ci metabolicznej, enzymow odpowiedzialnych

za degradacje¢ oraz aktywowanych przez nie receptoréw byla bardziej skapa w poréwnaniu z
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wiedza, jaka dysponowaliSmy o analogach nukleotydowych w chwili rozpoczecia badan nad

ich aktywnos$cig wobec receptoréw btonowych.

o Okreslenie wplywu 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-fosfodiestrowych i 1-O-acylo-2-O-
metylo-3-O-tiofosforanowych analogéw kwasu lizofosfatydowego, cyklicznego kwasu
fosfatydowego i lizofosfatydylocholiny na aktywnos¢ autotaksyny [H-3]

Stezenie kwasu lizofosfatydowego w surowicy krwi zalezy od poziomu i aktywnos$ci
lizofosfolipazy D (autotaksyny, ATX). Enzym ten, na podstawie podobienstwa sekwencji
aminokwasowej, zakwalifikowano do rodziny wspomnianych juz wcze$niej nukleotydowych
pirofosfataz/fosfodiesteraz i okreSlono jako NPP2 [Goding et al., 2003]. Mimo
zakwalifikowania autotaksyny do rodziny biatek NPP obecnie wiadomo, ze podstawowa rola
tego enzymu zwigzana jest z produkcja LPA i aktywnoscig ATX jako lizofosfolipazy D, przy
czym gtownym, prawdopodobnie najbardziej preferowanym substratem dla ATX jest w
warunkach in vivo lizofosfatydylocholina. Wykorzystujac LPC jako substrat, ATX katalizuje
tez reakcje transfosfatydylacji z utworzeniem cyklicznego kwasu fosfatydowego (cPA) o
odmiennych aktywnosciach biologicznych w stosunku do LPA [Tsuda et al., 2006].

Autotaksyna jest obecnie uwazana za jeden z gtdéwnych czynnikéw odpowiedzialnych
za 1ozw0j 1 zdolno$¢ ekspansji wielu typoéw nowotwordow. Z tego wzgledu poszukiwanie
inhibitorow autotaksyny jest obecnie jedng ze strategii poszukiwania nowych lekoéw
przeciwnowotworowych [Saunders et al., 2008]. Kluczowe znaczenie ma fakt, ze ATX jest
biatkiem sekrecyjnym wydzielanym do osocza, a wigc jej potencjalne inhibitory nie muszg
wnika¢ do komoérek za posrednictwem ztozonych systemoéw transportujacych. Zastosowanie
inhibitorow autotaksyny (przede wszystkim z grupy analogéw LPA i cPA ze wzgledu na
ujemne sprzezenie zwrotne regulujgce aktywnos$¢ enzymatyczng ATX) powinno nie tylko
zahamowa¢ proliferacje samych komorek nowotworowych, ale takze ograniczy¢ proces
angiogenezy i limfangiogenezy, ktore odgrywajg istotng role w przerzutowaniu. Potencjalny
inhibitor autotaksyny, obok specyficznosci, powinien charakteryzowac si¢ takze stabilno$cia
metaboliczng. In vivo, katabolizm LPA jest katalizowany przez trzy grupy enzymow:
fosfatazy lizofosfolipidowe LPP, acylotransferazy kwasu lizofosfatydowego LPAAT oraz
lizofosfolipazy LPL [Gendaszewska-Darmach, 2008]. Fosfatazy lizofosfolipidowe LPP
katalizuja defosforylacje LPA, w wyniku ktorej zostaje uwolniona grupa fosforanowa i
powstaje monoacyloglicerol. Innym szlakiem prowadzacym do zmniejszenia puli LPA jest
estryfikacja katalizowana przez specyficzne acylotransferazy LPAAT, co prowadzi do
powstania kwasu fosfatydowego z dwoma grupami acylowymi. Natomiast specyficzne

lizofosfolipazy LPL hydrolizuja wigzanie estrowe uwalniajac z czasteczek LPA fancuch
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kwasu tluszczowego. Ponadto w czgsteczce LPA moze mie¢ miejsce nieenzymatyczna
migracja reszty kwasu tluszczowego migdzy pozycjami sn-1 i sn-2 [Prestwich et al., 2005]. Z
tego powodu w Instytucie Biochemii Technicznej PL zostala podjeta synteza
tiofosforanowych i/lub ditiofosforanowych analogow LPA, cPA oraz LPC zestryfikowanych
resztami nasyconych (12:0, 14:0, 16:0, 18:0) oraz nienasyconych (18:1) kwasow
tluszczowych, ktore jak przypuszczaliSmy, beda bardziej oporne na dziatanie w/w enzymow.
Dodatkowo w pozycje Sn-2 syntetyzowanych analogow wprowadzono grupe metoksylowa (2-
OMe), w celu zwigkszenia stabilizacji struktury tych zwigzkow. W tym czasie jedynym
opisanym w literaturze tiofosforanowym analogiem LPA byt 1-oleoilo-2-metoksyglicerolo-
tiofosforan (ang. 1-oleoyl-2-O-methyl-rac-glycerophosphothioate, OMPT) [Hasegawa et al.,
2003].

Podjete przeze mnie badania biologiczne mialy na celu analize stabilnosci
zsyntetyzowanych w naszym zespole analogéw LPA, cPA i LPC oraz zostaty ukierunkowane
na poszukiwanie skutecznych inhibitoréw autotaksyny. Analiz¢ wptywu LPL na aktywno$é
autotaksyny przeprowadzono z zastosowaniem zestawu ,,Autotaxin Inhibitor Screening Kit”
firmy Echelon Biosciences Inc. oraz wyznaczono wartosci ICso dla kazdego z badanych
zwigzkow. W zastosowanym tescie fluorescencyjny substrat ATX, bedacy analogiem LPC z
przytaczong kowalencyjnie fluoresceing oraz barwnikiem tlumigcym fluorescencje ulega
rozszczepieniu pod wplywem ludzkiej autotaksyny, co powoduje emisje fluorescencji.
Pozytywna kontrole inhibitora w stosowanym tescie stanowit a-bromometylenofosfonianowy
analog LPA (BrP-LPA), znany z silnych wtasciwos$ci inhibicyjnych w stosunku do ATX
[Prestwich et al., 2008].

W pracy “The chemical synthesis of metabolically stabilized 2-OMe-LPA analogues
and preliminary studies of their inhibitory activity toward autotaxin” [Bioorg Med Chem Lett.,
22(8): 2698-2700 (2012), H-3] wykazano, ze kilka sposrod zsyntetyzowanych w naszym
zespole analogéw lizofosfolipidow wykazuje obiecujace whasciwosci w tescie hamowania
aktywnos$ci autotaksyny. Najsilniejsze wlasciwo$ci inhibicyjne wykazuje analog LPA z
tancuchem kwasu oleinowego (18:1) w pozycji Sn-1 i grupa metoksylowa w pozycji Sn-2 i w
porownaniu z niemodyfikowanym oleoilo-LPA, jest on silniejszym inhibitorem ATX.
Warto$¢ I1Cso dla tego analogu wynosi 220.2 + 36.0 nM, ktdra to wartosc jest zblizona do 1Cso
BrP-LPA, stanowigcego w tescie zwigzek kontrolny. Poroéwnujac preferencje ATX w
stosunku do dhlugosci (12:0, 14:0, 16:0, 18:0) i stopnia nienasycenia (18:0 vs 18:1)
przylaczonych kwasow tluszczowych, mozna wyciggna¢ wniosek, ze najstabszymi
inhibitorami sg zwiazki zawierajace laurylowe i stearylowe tancuchy acylowe. Taka sama

preferencja byta widoczna w przypadku 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-fosfodiestrowych i 1-O-
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acylo-2-O-metylo-3-O-tiofosforanowych analogow LPA, gdzie zaobserwowano tendencje, ze
wraz ze wzrostem dhugosci tancucha kwasu ttuszczowego wzrastaja wtasciwosci inhibitorowe
zwigzku. Wprowadzenie grupy tiofosforanowej do analogdéw LPA nie zmienilo zasadniczo
ich wlasciwosci inhibitorowych.

W przypadku cyklicznych kwasoéw fosfatydowych wartosci ICsp mozna bylo
wyznaczy¢ jedynie dla niemodyfikowanych zwigzkow, wsrod ktorych wigkszy potencjat
inhibicyjny wykazywaly rowniez zwigzki z dlugimi tancuchami kwaséw tluszczowych:
kwasu oleinowego i stearynowego. Byly one jednak stabszymi inhibitorami ATX w
poroéwnaniu z analogami LPA. Dla tio- i ditiofosforanowych analogow cPA (z wyjatkiem
oleoilotio-cPA) nie wyznaczono ICso, gdyz nie miescito si¢ ono w zakresie badanych stezen
(do 10 uM). Poddane analizie tiofosforanowe analogi LPC z gr. metoksylowa w pozycji sn-2
nie wykazywaty znaczacych wiasciwos$ci inhibicyjnych wobec ATX. W tej grupie najnizsze
ICs0, przekraczajace jednak wartos¢ 2 uM, uzyskano dla 1-oleoilo-2-metoksy-tio-LPC. Ze
wzgledu na wysokie wartosci lub niemozno$¢ wyznaczenia parametru ICso dane dotyczace
analogdéw cPA i LPC nie zostaly wlaczone do pracy H-3.

Charakterystyka zalezno$ci pomigdzy struktura lizofosfolipidowych analogbéw (reszta
acylowa, modyfikacja szkieletu glicerolowego za pomoca grupy metylowej 1 grupy
fosforanowej za pomoca atomow siarki) a wlasciwosciami inhibitorowymi w stosunku do
autotaksyny stanowi istotny wktad w obecny stan wiedzy na temat zalezno$ci miedzy
strukturg a aktywno$cig inhibitorow ATX. Fakt ten moze mie¢ istotne znaczenie dla
poszukiwan nowych analogow lizofosfolipidow o wlasciwosciach przeciwnowotworowych.

W omawianej publikacji H-3 podjeto tez poréwnawcze analizy stabilno$ci LPA oraz
ich analogdbw w obecno$ci alkalicznej fosfatazy. Enzym ten katalizuje defosforylacje
fosforanowych monoestrow 1 wykazuje maksymalng aktywno$¢ w $rodowisku zasadowym.
Co ciekawe, enzymy NPP, w tym autotaksyna, naleza do superrodziny alkalicznych fosfataz,
przy czym NPP preferencyjnie katalizujg hydroliz¢ fosforanowych diestrow [Zalatan et al.,
2006]. Zaréowno biatka NPP, jak i alkaliczna fosfataza, biorg udzial w wielu procesach
komorkowych, takich jak: migracja komoérek i mineralizacja kosci [Stefan et al., 2005]. A
wigc alkaliczna fosfataza obecna w okre$lonych typach komoérek moze katalizowaé
degradacj¢ LPA podawanych w celach terapeutycznych. Analizie stabilno$ci w obecnosci
alkalicznej fosfatazy poddano m.in. niemodyfikowany oleoilo-LPA (18:1) oraz analogi z
grupa metoksylowg w pozycji Sn-2. Pierwszy z nich ulegt degradacji w czasie 24 godzin
inkubacji w obecnos$ci fosfatazy alkalicznej. Analogi z grupa metoksylowa okazaly si¢
bardziej stabilne. W zaleznos$ci od dtugosci i stopnia nasycenia tancucha kwasu thuszczowego

obecnego w pozycji sn-1, analogi 2-OMe-LPA wykazywaly czesciowg lub catkowita
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stabilno$¢. W kazdym przypadku obecnos$¢ grupy metoksylowej w pozycji sn-2 wplywa
jednak na zwigkszenie stabilno$ci badanych zwigzkow.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze najbardziej znaczaca inhibicje
dziatania ATX wykazuje 1-O-oleoilo-2-OMe-LPA, ktory jednocze$nie jest takze oporny na
dziatanie alkalicznej fosfatazy, co czyni go najlepszym kandydatem jako inhibitora

autotaksyny.

o 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-fosfodiestrowe i 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-
tiofosforanowe analogi lizofosfatydylocholiny jako modulatory aktywnosci komérek
trzustki [H-4, H-5, H-6]

W 2010 roku, wraz z zakonczeniem zadania nt. ,,Synteza i aktywno$¢ biologiczna
tiofosforanowych i ditiofosforanowych analogéw lizofosfolipidow” w grancie zamawianym
PBZ-MNiSW-07/1/2007 pt. “Biofosforany i oligonukleotydy oraz ich kongenery jako
diagnostyki i leki nowej generacji” stalo si¢ dla nas jasne, ze nie tylko LPA jest
zaangazowany w regulacj¢ proceséw komorkowych (proliferacja i migracja komorek oraz
angiogeneza), ale takze inne lizofosfolipidy, jak np. lizofosfatydylocholina, ktéra wedtug
kilku raportow miata by¢ ligandem kluczowego dla sekrecji insuliny receptora GPR119 [Soga
et al., 2005] i modulowa¢ szlaki sygnatowe zwiazane z cukrzyca typu 2 [Yea et al., 2009].
Byta to dla nas istotna informacja, poniewaz Zespét Biotechnologii Zywnosci i
Nutrigenomiki, kierowany przez prof. Koziotkiewicz interesuje si¢ podlozem molekularnym
chorob dieto-zaleznych, w tym cukrzycy.

Kamieniem milowym w ukierunkowaniu moich zainteresowan badawczych w
stosunku do konkretnych lizofosfolipidow oraz aktywowanych przez nie receptoréw byto
pojawienie si¢ w literaturze informacji, ze lizofosfatydylocholina w sposob bezposredni
aktywuje proces wydzielania insuliny przez komorki trzustki 1 metabolizm glukozy [Soga et
al., 2005]. Celem moich badan stato si¢ od tej pory potwierdzenie hipotezy o mozliwos$ci
aktywowania receptorow GPCR eksprymowanych w komodrkach [, zlokalizowanych w
wysepkach Langerhansa trzustki, ktore sa odpowiedzialne za sekrecje insuliny — hormonu
regulujgcego stezenie glukozy we krwi, rowniez przez tiofosforanowe analogi LPC ze $cisle
zdefiniowanymi resztami kwasow tluszczowych. Z jednej strony rozszerzyliSmy nasze
zainteresowania na inne lizofosfolipidy 1 ich analogi, przygotowujac kolejny projekt
zatytutlowany ,,Chemiczna synteza 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-fosfodiestrowych oraz 1-O-
acylo-2-O-metylo-3-O-tiofosforanowych analogow wybranych lizofosfolipidow

(lizofosfatydylocholina, lizofosfatydyloinozytol, lizofosfatydyloetanoloamina)”, z drugiej zas
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moje zainteresowania badawcze skrystalizowaly si¢ na probie potwierdzenia aktywacji
receptoréw GPCR przez tiofosforanowe analogi LPL.

Obserwowany od poczatku roku 2000 dynamiczny postep w identyfikacji kolejnych
receptorow aktywowanych przez rézne strukturalnie LPL rozpoczat nowa er¢ badan nad
lizofosfolipidami, ktorych nie traktowano juz jako zwigzkéw petnigcych jedynie funkcje
strukturalne i energetyczne, ale jako czasteczki sygnalowe [Hla et al., 2001]. Jednak zjawisko
aktywacji receptoréw blonowych przez lizofosfolipidy jest niezwykle ztozone ze wzgledu na
mnogo$¢ potencjalnych ligandow, liczbe zidentyfikowanych dotad receptoréw, ich
zréznicowang specyficzno$¢ oraz mozliwe niespecyficzne oddziatywania lizofosfolipidow z
btong komoérkowa. Co wigcej, najnowsze dane literaturowe wskazuja, ze LPL maja
mozliwo$¢ oddziatywania z tzw. receptorami sierocymi (np. GPRS5, GPR35), ktoérych
endogenne ligandy oraz funkcje biologiczne nie zostaty dotychczas nalezycie zdefiniowane.

Otytos¢ 1 cukrzyca typu 2 to jeden z najwigkszych probleméw zdrowotnych
wspotczesnego $wiata. Wedlug danych Migdzynarodowej Federacji Diabetologicznej na
cukrzyce choruje obecnie ponad 59,8 mln ludzi w Europie i ponad 2,2 mln w Polsce (dane z
roku 2015). Niestety, dostgpne metody terapeutyczne nie sa skuteczne i bezpieczne, co
wskazuje na konieczno$¢ opracowania nowych strategii terapeutycznych, ktore poprawia
sytuacje zdrowotng oraz spoleczno-ekonomiczng w skali globalnej. Cukrzyca jest
wielonarzgdowym  schorzeniem metabolicznym, charakteryzujacym si¢ przewlekla
hiperglikemia z zaburzeniami metabolizmu weglowodandéw 1 lipidow na skutek defektu
wydzielania i/lub dziatania insuliny [Hirsova et al., 2016]. Narastajgca insulinoopornos¢
tkanek 1 towarzyszaca jej hiperglikemia wraz z niewydolno$cig komoérek B trzustki znaczaco
przyczyniaja si¢ do rozwoju cukrzycy typu 2, ktora jest 10 razy bardziej rozpowszechniona
niz cukrzyca typu 1 [Jung i Choi, 2014]. Najnowsze dane wskazuja, iz lizofosfatydylocholina
w sposob bezposredni aktywuje proces wydzielania insuliny przez komorki trzustki i
metabolizm glukozy. Obniza takze poziom glukozy we krwi myszy z cukrzyca typu 1 i 2
[Yea et al., 2009]. Jednak molekularny mechanizm odpowiedzialny za ten efekt nie zostal
jeszcze poznany. Z drugiej strony, wykazano, iz oleoilo-LPC aktywuje receptor btonowy
GPR119, wystepujacy na powierzchni komorek trzustki; jego aktywacja prowadzi do
zwickszonego uwalniania insuliny. Zaré6wno badania in vitro jak i badania na zwierzetach
wskazuja, ze modulowanie aktywnosci receptora GPR119 moze mie¢ wptyw na funkcje
komorek trzustki, poziom glukozy, wage ciata, itp. [Overton et al., 2006]. W 2011 r. pojawity
si¢ pierwsze informacje na temat kolejnego receptora aktywowanego przez lizofosfolipidy (w

tym przypadku lizofosfatydyloinozytol) i eksprymowanego przez komorki B trzustki —
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GPRS55, ktory rowniez okazal si¢ zwigzany z modulacjg sekrecji insuliny [Romero-Zerbo et
al., 2011].

Ze wzgledu na fakt, iz nasze wczesniejsze badania wskazywaly na zalezno$¢
aktywnos$ci lizofosfolipidow od rodzaju reszty acylowej zwiazanej z glicerolem,
zaplanowalismy synteze tiofosforanowych i fosfodiestrowych analogow
lizofosfatydylocholiny zestryfikowanych resztami nasyconych (12:0, 14:0, 16:0, 18:0) oraz
nienasyconych (18:1) kwasow tluszczowych w pozycji sn-1 jako nowych modulatorow
receptorow GPR119/GPRS55 oraz zbadanie mechanizmu ich dziatania. Naszym celem byto
poréwnanie wlasciwoéci  biologicznych niemodyfikowanych czasteczek LPC oraz
odpowiednich analogow pod katem ich zdolnosci do regulacji wydzielania hormonow
trzustkowych (insuliny i glukagonu) oraz zbadanie odpowiedzialnych za ten efekt
mechanizméw molekularnych. Jako modele komorkowe w badaniach in vitro wykorzystano
lini¢ mysich komorek BTC-3 (model komoérek B trzustki). Badania te byly mozliwe dzigki
uzyskaniu w 2011 roku finansowania wspomnianego wyzej projektu OPUS kierowanego
przez prof. dr hab. Andrzeja Okruszka (,,Chemiczna synteza 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-
fosfodiestrowych oraz 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-tiofosforanowych analogéw wybranych
lizofosfolipidow (lizofosfatydylocholina, lizofosfatydyloinozytol, lizofosfatydylo-
etanoloamina) i wstgpne badania ich aktywnosci biologicznej”; 2011/01/B/ST5/06383) oraz w
roku 2013 projektu PRELUDIUM (,,Poréwnawcza ocena skutecznosci tiofosforanowych i
fosfodiestrowych analogow lizofosfatydylocholiny w regulacji gospodarki weglowodanowe;j i
aktywnosci wobec nowych receptorOw zwigzanych z cukrzyca: badania in vitro”;
2013/11/N/NZ5/00270) kierowanego przez mgr inz. Ann¢ Drzazge. W projekcie OPUS
pehitam role glownego wykonawcy odpowiedzialnego za realizacj¢ zadan biologicznych, a
takze uczestniczylam w przygotowywaniu wniosku grantowego. W roku 2011 rozpoczetam
opieke naukowa nad doktorantka mgr inz. Anng Drzazga, ktérej statam si¢ wkrotce
promotorem pomocniczym. Rozprawa doktorska mgr inz. Anny Drzazgi, zatytulowana
,,Badanie aktywnosci biologicznej 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-fosfodiestrowych oraz 1-O-
acylo-2-O-metylo-3-O-tiofosforanowych analogoéw lizofosfatydylocholiny” jest realizowana
pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Koziotkiewicz.

Wykonane analizy wykazaly, Zze réznice w strukturze analogéw LPC wynikajace
zarOwno z obecnosci atomow siarki 1 reszty metylowej, jak i r6znych reszt acylowych, maja
wplyw na obserwowang aktywnos$¢ biologiczng. WykazaliSmy, ze tiofosforanowe 1
ditiofosforanowe analogi LPC, uzyte w stezeniu do 10 uM, cechuje znikoma toksyczno$é
wzgledem badanego modelu komodrkowego (mysie komorki linii BTC-3) zaréwno w podtozu

zawierajagcym surowice, jak i medium bez jej zawarto$ci. Znaczace dziatanie cytotoksyczne w
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podtozu  hodowlanym  pozbawionym  surowicy  obserwowano w  przypadku
niemodyfikowanych czasteczek LPC, zwlaszcza 14:0, 16:0 i 18:0. Wprowadzenie jednego
atomu siarki do grupy fosforanowej znaczaco zmniejszylo cytotoksycznos¢ badanych
zwigzkow. W badaniach nad aktywnos$cig biologiczng lizofosfolipidow sktad podioza
hodowlanego, a w szczegolnosci obecnos¢ lub brak surowicy, réwniez ma duze znaczenie.
Albumina surowicza, ktéra jest gldéwnym biatkiem surowicy, wykazuje bardzo duze
powinowactwo do lizofosfolipidéw i wolnych kwasow tluszczowych i tym samym decyduje o
stezeniu wolnych form LPL w surowicy krwi, a wigc 1 o efektywnosci dziatania. Tym samym
wyniki uzyskane w réznych warunkach hodowli komorek moga by¢ odmienne. Zawartos¢
surowicy w podtozu hodowlanym moze spowodowac znaczne obnizenie obserwowanej
aktywnosci biologicznej lizofosfolipidow m.in. przez akumulacje czesci z nich przez zawarta
w surowicy albumine [Kim et al., 2009].

Z uwagi na charakterystyczng strukture lizofosfolipidow nadajaca im wlasciwosci
zblizone do detergentdow, badanie cytotoksycznosci analogow LPC przeprowadzono réwniez
za pomocg testu na wydzielanie wewnatrzkomérkowej dehydrogenazy mleczanowej (LDH).
W eksperymencie enzym ten ma charakter markera uszkodzen blony komoérkowej. W
przypadku wszystkich badanych analogow LPC zastosowanych w stezeniu 10 uM,
uszkodzenie btony komoérkowej nie przekroczylo 5% proby kontrolnej. Otrzymane wyniki
pozwalaja na stwierdzenie, ze wszystkie analogi LPC objete projektem nie sg toksyczne
wobec modelu mysich komoérek B w stezeniu 10 uM, co uzasadnia dalsze badania ich
aktywnos$ci. Nalezy jednak podkreslié, ze 10 uM to sugerowana dawka bezposrednio
oddziatujaca na badane komoérki 1 powinna ona ulec zwigkszeniu w zaleznosci od srodowiska,
w ktorym prowadzone jest oznaczenie. Otrzymane wyniki zostaly opublikowane w roku 2013
(“The chemical synthesis and cytotoxicity of new sulfur analogues of 2-methoxy-
lysophosphatidylcholine”. Bioorg Med Chem Lett., 23 (24): 6794-6798; H-5)

W toku kolejnych analiz stwierdzono, ze analogi LPC majg zdolnos¢ do stymulacji
mobilizacji wewnatrzkomorkowych zasobdéw jonéw wapnia. Ze wzgledu na wspomniane
wczesniej detergentowe wiasciwosci lizofosfolipidow kontrolne oznaczenie wykonano
poprzez jednoczesne dodanie do $rodowiska komorkowego jodku propidyny (PI), ktory ma
zdolno$¢ do interkalacji w DNA badanych komorek, jezeli podczas eksperymentu doszto do
ich uszkodzenia [Mokhatari et al. 2008]. Wprowadzenie tej zmiany umozliwito
monitorowanie stanu modelu komodrkowego w czasie rzeczywistym. Podczas gdy LPC
zestryfikowane resztg kwasu palmitynowego (16:0) oraz mirystynowego (14:0) powodowaty
wyrzut wewnatrzkomorkowych jonéw wapnia przy jednoczesnym zwigkszeniu stopnia

permeabilizacji btony komorkowej, LPC zestryfikowane resztg kwasu laurynowego (12:0)
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oraz naturalna LPC 18:0 stymulowaly mobilizacje jonéw bez naruszenia struktury
dwuwarstwy fosfolipidowej. Ponadto przebieg wyrzutu jonow wapnia zarejestrowany po
stymulacji komoérek BTC-3 za pomocg LPC 18:0 wyrdznia si¢ na tle pozostaltych sygnatow,
co sugeruje prawdopodobnie inny mechanizm molekularny odpowiedzialny za odpowiedz
komorkowa w porownaniu z pozostatymi aktywnymi zwigzkami. Ciekawg obserwacjg jest tez
fakt, ze zaden zwigzek sposrod réznigcych si¢ reszta acylowa serii  analogow
ditiofosforanowych nie stymulowat odpowiedzi komodrkowej w postaci mobilizacji
wewnatrzkomérkowych jonow wapnia. W naszych badaniach jedyng serig LPC, ktora nie
wywotywata wzrostu wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia, byly zwigzki zawierajace
reszte kwasu oleinowego.

Podjeto rowniez probe scharakteryzowania mechanizméw  komoérkowych
odpowiedzialnych za zaobserwowany wyrzut wapnia w modelu komorek BTC-3. W tym celu
zastosowano nitrendyping, hamujacg wnikanie jonéw wapniowych poprzez kanaly
potencjatozalezne (VDCC, ang. Voltage-Dependent Calcium Channels), NiCl. blokujacy
niespecyficzny dokomoérkowy naptyw jonéw wapnia oraz EDTA (kwas wersenowy)
chelatujacy jony dwuwarto$ciowe I ograniczajacy pozakomorkowe zrodta wapnia. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze w przypadku czasteczek LPC 12:0 (zarowno niemodyfikowanych, jak
rowniez zawierajacych funkcje tiofosforanowg) wzrost stezenia wewnatrzkomorkowych
jonow wapnia jest spowodowany w wigkszosci poprzez ich naptyw ze S$rodowiska
zewnatrzkomorkowego. Odwrotng sytuacje zaobserwowaliSmy w przypadku LPC z
przylaczonym tancuchem kwasu mirystynowego, gdzie zdecydowanie przewazal udzial
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnalizacyjnych. Z kolei LPC zawierajace reszte kwasu
palmitynowego wykazywaly r6zng aktywnos¢ w zaleznosci od obecnosci lub braku atomu
siarki, przy czym obecnos$¢ grupy tiofosforanowej przyczyniata si¢ do wigkszego udziatu
kanatow VDCC. Obserwowane zmiany w [Ca®']i w odpowiedzi na obecnosé
niemodyfikowanej formy LPC 18:0 sg natomiast rezultatem jednoczesnej aktywacji kanatow
VDCC oraz wewnatrzkomoérkowej mobilizacji jondw wapnia. Zrdznicowane podloze
molekularne odpowiedzialne za wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia Ca®* w zaleznosci od
zwigzku stymulujacego zostato opisane w publikacji ,,Sulfur- and acyl chain-dependent
influence of 2-methoxy-lysophosphatidylcholine analogues on [ pancreatic cells” [Curr Top
Med Chem. 15(23): 2395-2405 (2015); H-6].

W kontekscie aktywacji receptorow GPR119 i GPRS5 oraz mechanizmow
molekularnych regulujacych gospodarke weglowodanowa organizmu, nasze badania nad
niemodyfikowanymi  czasteczkami  LPC  oraz ich  1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-

fosfodiestrowymi i 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-tiofosforanowymi pochodnymi obejmujg
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obecnie nie tylko analizy mobilizacji wewnatrzkomoérkowych jonéw Ca?*, ale takze innych
przekaznikow, w tym cAMP. Jednak podstawowe znaczenie dla selekcji najaktywniejszych
lizofosfolipidéw ma oznaczanie poziomu insuliny wydzielanej przez komorki trzustki w
warunkach wysokiego st¢zenia glukozy (ang. Glucose-Stimulated Insulin Secretion; GSIS).
Niestety, pracujagc z mysim modelem komérkowym BTC-3, napotkalismy w tym obszarze
badan problemy metodyczne. Mimo wielokrotnych prob oznaczenia poziomu sekrecji
insuliny przez te komorki, nie odniesliSmy na tym polu sukcesu (poziom insuliny byt zbyt
niski, aby mozna bylo oznaczy¢ jej ilos¢ za pomocag dostepnych testow ELISA). Dlatego
podjelismy wspotprace z prof. Peterem Bergstenem (kierownik pracowni Zespolu Biologii
Komorek B-trzustkowych; Biomedical Centre Uniwersytetu Uppsala w  Szwecji) celem
przeprowadzenia oznaczenia stymulacji sekrecji insuliny przez badane analogi LPC na
stabilnej linii komodrkowej B — MING6, ktora jest czgsto wykorzystywana do tego typu badan
[Ning et al. 2008], jednak nie jest dostgpna komercyjnic. Wyniki oznaczen
przeprowadzonych w ramach stazu w laboratorium prof. Bergstena przez mgr inz. Anng
Drzazge potwierdzily wczedniejsze przypuszczenia o zréznicowanej aktywnosci biologicznej
analogéw LPC oraz ich zdolnos$ci do wzmozonej stymulacji sekrecji insuliny w pordwnaniu z
ich naturalnymi odpowiednikami. Tiofosforanowe analogi lizofosfatydylocholiny stymuluja
modelowe komorki trzustki do wyrzutu insuliny silniej niz ich naturalne prekursory. Po
wykonaniu dodatkowych analiz (m.in. poziomu ekspresji genow gprll9 i gpr55) stato sig
jasne, ze obserwowane przez nasz réznice w odpowiedzi dwoch modelowych linii komorek f3
trzustki wynikaja najprawdopodobniej z odmiennych profili ekspresji wymienionych genow.
Wyniki badan uzyskanych we wspotpracy z zespotem prof. Petera Bergstena sg przedmiotem
przygotowywanego manuskryptu publikacji.

Zdobyta w ostatnim okresie wiedza oraz do$wiadczenie w zakresie nauk
biologicznych i chemicznych sklonity mnie do poszukiwania nowych rozwigzan dla
wyjasnienia molekularnych mechanizmow dziatania lizofosfolipidow oraz ich plejotropowego
efektu. W chwili obecnej rozszerzyliSmy badania poswigcone aktywnos$ci biologicznej
lizofosfatydylocholiny oraz jej analogéw tiofosforanowych i fosfodiestrowych na inne modele
komorkowe. Poza komorkami P trzustki, pracujemy migdzy innymi z komorkami a trzustki
(mysia linia komorek a-TC1) badajac poziom wydzielanego przez nie glukagonu. W celu
uzyskania jak najpehiejszego obrazu procesow patofizjologicznych majacych miejsce w
przypadku cukrzycy, okreslamy takze wptyw analogéw LPC na réznicowanie preadipocytow
(mysia linia 3T3 L1) do dojrzalych komorek ttuszczowych, czyli na przebieg adipogenezy.

W celu wyjasnienia roli czasteczek LPC, ktore za posrednictwem receptorow GPR119

i/lub GPR55 uczestniczag w regulacji metabolizmu lipidow 1 weglowodanow wiaczylisSmy do
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naszych badan zsyntetyzowane w Instytucie Biochemii Technicznej fosfodiestrowe i
tiofosforanowe analogi lizofosfatydyloetanolaminy (LPE). Decyzja o zastosowaniu w naszych
badaniach LPE i jej analogéw wynika z faktu, iz sg to zwiazki podobne strukturalnie do LPC,
obecne w komorkach 1 ptynach ustrojowych, ale ich aktywnosci biologiczne nie zostaty dotad
zidentyfikowane. Porownanie aktywno$ci analogow LPC i LPE z ze zdefiniowang reszte
kwasu thuszczowego pozwoli takze okreslic wpltyw polarnej ,,glowy” czasteczek tych
zwigzkéw. Juz pierwsze obserwacje, wskazuja na odmienng aktywnos$¢ (cytotoksycznos¢)
obydwu klas czasteczek i prawdopodobnie aktywacje odmiennych biatek receptorowych
(szczegbly opisane w pracy ,,The chemical synthesis and preliminary biological studies of
phosphodiester and phosphorothioate analogues of 2-methoxy-
lysophosphatidylethanolamine”. Bioorg Med Chem Lett. 26(15): 3725-9 (2016); praca nie
zostata wlaczone w cykl publikacji bedacych podstawg wniosku o przeprowadzenie
postgpowania habilitacyjnego)

Zaplanowalismy takze modelowanie molekularnych oddzialywan badanych LPL z
receptorami GPR119 i GPR555. W tym celu nawigzaliSmy wspolpracg z prof. dr hab. Piotrem
Panethem (Migdzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej Politechniki Lodzkiej) w celu
przeprowadzenia modelowania matematycznego interakcji naturalnych LPC oraz ich
syntetycznych analogow z receptorami blonowymi GPR119 1 GPR55 z wykorzystaniem baz
oraz oprogramowania do modelowania homologicznego, co pozwoli na szczegdlowe
wyjasnienie podstaw obserwowanego zroznicowania efektu dziatania. Odnoszenie wynikow
badan biologicznych do modeli uzyskanych na drodze obliczen jest coraz czescie]
stosowanym podejsciem badawczym. Jest to roOwniez forma rozwigzania problemu braku
dostgpnych struktur krystalograficznych receptoréw blonowych, w przypadku ktérych
izolacja bialka jest szczegolnie ktopotliwa. Dotychczas nie zdeponowano struktur GPRSS 1
GPR119 ani zadnego z receptorow o zblizonej homologii strukturalnej. Ukazato si¢ natomiast
wiele prac prezentujgcych matematyczne modele oddziatywan ligandow z receptorami 0
potencjalnym znaczeniu terapeutycznym w przypadku chordob nowotworowych (Kotsikorou
et al. 2013), co wskazuje na duze i ciggle rosngce znaczenie obliczeniowych metod
badawczych. Mamy nadziej¢, ze zastosowanie metod modelowania molekularnego wraz z
korelacja z wynikami dos$wiadczen biologicznych pozwoli okresli¢ kluczowe sktadniki
struktury niezbedne do oddziatywan niemodyfikowanych zwigzkéw (LPC i LPE) i ich
modyfikowanych analogow z receptorami GPR119 1 GPRS55.

Podsumowujac, moje najblizsze plany naukowe beda stanowi¢ kontynuacje
realizowanych obecnie przeze mnie badan aktywnosci biologicznej lizofosfolipidow i ich

tiofosforanowych analogéow, a takze identyfikacji oddziatywan z receptorami GPCR (np.
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GPR119, GPR535, ale nie wykluczam tez innych obiektow). W kontekscie opublikowanych w
sierpniu b.r. doniesien literaturowych dotyczacych receptora GPR119 [Hassing et al., 2016]
szczegoblnie interesujace wydaje si¢ by¢ zjawisko tzw. selektywnos$ci funkcjonalnej ligandow
(ang. biased signalling), czyli wystepowania rdznej aktywnosci wewnetrznej badanego
zwigzku, w odniesieniu do poszczegolnych wewnatrzkomorkowych szlakow sygnalowych.
Wieloptaszczyznowa analiza réznych szlakow sygnatowych pozwala na pelniejsze
scharakteryzowanie badanych zwigzkéw 1 umozliwia wyjasnienie réznic w ich aktywnosci.
Mam nadzieje, ze interdyscyplinarne podej$cie do tych problemow, czyli wykorzystanie
wynikéw modelowania molekularnego, wykorzystanie zréznicowanych strukturalnie
lizofosfolipidow, jak rowniez chemiczna synteza odpowiednich enancjomerow pozwoli ujac
ten problem wielowatkowo i przyczyni¢ si¢ do poszerzenia wiedzy na temat przyczyn choréb
dieto-zaleznych. Te dynamicznie rozwijajace si¢ kierunki badan w potaczeniu z potencjatem
badawczym zespotow naukowych Instytutu Biochemii Technicznej zajmujacych si¢
Biotechnologia Molekularng, Biomateriatami, Biokataliza, Biologig  Strukturalng,
Biotechnologia Zywnosci i Nutrigenomika moga stanowi¢ punkt wyjécia do projektowania
nowych sposoboéw ich leczenia i projektowania nowych wyrobow medycznych niezbednych
w medycynie transplantacyjnej i regeneracyjnej.

W toku realizacji wspomnianych projektow powstata rowniez publikacja przegladowa,
napisana przeze mnie z udzialem mgr inz. Anny Grzelczyk (obecnie dr inz. Anna Ciesielska)
[“Novel bioactive glycerol-based lysophospholipids: new data - new insight into their
function. Biochimie, 95(4): 667-679 (2013); H-4] i poswiecona lizofosfolipidom, a w
szczegolnosci lizofosfatydylocholinie, lizofosfatydyloinozytolowi,
lizofosfatydyloetanoloaminie, lizofosfatydyloserynie, lizofosfatydylotreoninie i
lizofosfatydyloglicerolowi. Artykut ten koncentruje si¢ na biosyntezie, dystrybucji i
aktywnosciach biologicznych w/w LPL. Szczegélny nacisk zostal polozony na
zidentyfikowane dotychczas receptory btonowe aktywowane przez poszczegolne
lizofosfolipidy oraz na role opisywanych zwiazkéw jako czasteczek sygnatowych.

Dyskutowany jest rowniez wplyw LPL na zmiany organizacji bton komorkowych.

C.5 Charakterystyka osiagniecia naukowego

Charakterystyka prezentowanego przeze mnie osiggni¢cia naukowego bedacego podstawa
do wubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego jest $ciSle skorelowana z
charakterystycznymi cechami mojej $ciezki naukowej. Jestem z wyksztatcenia biologiem

molekularnym, posiadajgcym stopien doktora nauk chemicznych w zakresie chemii
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bioorganicznej. Dlatego niezwykle ceni¢ mozliwos¢ wspolpracy z zespotami chemikow
syntetykow 1 widze ogromne mozliwosci wynikajace z tak $cistej wspotpracy. Obiektem
prowadzonych przeze mnie badan staly si¢ syntetyczne tiofosforanowe analogi nukleotydow i
lizofosfolipidow, ktére jak wykazatam, posiadaja unikatowe wiasciwosci biologiczne i
stanowig zarazem doskonate narzedzia badawcze. Moje wyksztatcenie biologa molekularnego
pozwala mi przewidywac i analizowa¢ udziat takich zwigzkow w modulowaniu aktywnos$ci
wewnatrzkomorkowych szlakow sygnatowych, czego efektem sa zmiany iloSciowe i
jakosciowe w procesach proliferacji i migracji komoérek oraz $mierci komodrkowej, jak
rowniez zmiany ekspresji okreslonych biatek i enzymoé6w. Wyniki moich badan moga by¢
wykorzystane w interdyscyplinarnych zespotach badawczych zajmujacych si¢ zagadnieniami

nanobiotechnologicznymi i opartymi o nutrigenomike.

W toku realizacji rozprawy habilitacyjnej:

1. Okreslono wptyw enzymoéw  degradujacych nukleotydy oraz skltadu podloza
hodowlanego dla komoérek HelLa 1 HUVEC na stabilno$¢ zewnatrzkomoérkowych
nukleotydéw i ich tiofosforanowych analogow [H-1]

2. Wyselekcjonowano pule tiofosforanowych analogdw nukleotydow, ktore wydaja si¢
by¢ dobrymi kandydatami do dalszych analiz in vivo w kontek$cie leczenia trudno gojacych
si¢ ran cukrzycowych [H-2, H-7]

3. Zidentyfikowano receptory nukleotydowe, ktorych ligandami s3 5’-O-
monotiofosforany nukleozydow [H-8 i H-9]

4. Okreslono wplyw 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-fosfodiestrowych i 1-O-acylo-2-O-
metylo-3-O-tiofosforanowych analogow kwasu lizofosfatydowego, cyklicznego kwasu
fosfatydowego i lizofosfatydylocholiny na aktywnos$¢ autotaksyny [H-3]

5. Wskazano mozliwe drogi modulacji aktywnosci komorek B trzustki przez 1-O-acylo-
2-O-metylo-3-O-fosfodiestrowe i 1-O-acylo-2-O-metylo-3-O-tiofosforanowe  analogi
lizofosfatydylocholiny [H-4, H-5, H-6].
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

A) Etap pracy naukowej w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi, kierowanym woéwczas przez prof. dr
hab. Wojciecha Steca, zapoczatkowatl moje zainteresowanie badaniami nad tiofosforanowymi
oligonukleotydami antysensowymi oraz tiofosforanowymi analogami nukleotydow.
Zdobywajac do$wiadczenia w zespole biologow molekularnych, kierowanym wowczas przez
dr Mari¢ Koziotkiewicz, zostatam  wprowadzona w  $wiat  syntetycznych
oligodeoksyrybonukleotydow, z ktéorymi wigzano duze nadzieje pod katem ich
terapeutycznego zastosowania. Podstawa dziatania tych zwigzkow (efektu antysensowego)
jest zdolno$¢ do hybrydyzacji z komplementarnymi fragmentami mRNA i tworzenia
dwuniciowych struktur rozpoznawanych przez rybonukleaze H, ktéora moze degradowac
fragment mRNA znajdujacy si¢ w obrgbie dupleksu. Mechanizm ten lezy u podstaw
specyficznej inhibicji ekspresji  okre§lonych genéw. Ze wzgledu na podatnosé
niemodyfikowanych oligonukleotydow na dzialanie nukleaz, bardzo czesto wykorzystywano
ich tiofosforanowe analogi, w ktérych w kazdym wigzaniu internukleotydowym atom tlenu w
pozycji niemostkowej zostal zastgpiony atomem siarki. Oligo(nukleozydotiofosforany),
bedace izosterycznymi 1 izoelektronowymi analogami naturalnych oligonukleotydow, byly
pierwszg generacja antysensowych struktur. Mimo ze oligonukleotydy tiofosforanowe
okazaly si¢ bardziej stabilne, rowniez i one byly narazone na degradacj¢ przez enzymy
nukleolityczne, a powstajace produkty w postaci mononukleotydow mogly wywolywac
dodatkowe efekty biologiczne. Celem badan prowadzonych przeze mnie w ramach pracy
doktorskiej bylo wiec okreslenie wplywu 5’-monofosforandéw 1 5’-monotiofosforanow
deoksyrybonukleozydow (dNMPS) na wzrost wybranych linii komorkowych oraz
wyjasnienie mechanizmu odpowiedzialnego za ich aktywno$¢ biologiczng. Uzyskane przeze
mnie dane wyjasnity, dlaczego w wielu przypadkach oligonukleotydy, mimo ze nie dziatajag w
sposob antysensowy, wywotujg cytotoksyczny lub pro-mitotyczny efekt w sposéb zalezny od
sekwencji. Zarowno sekwencja oligonukleotydu (rézne proporcje uwalnianych potencjalnie
dNMPS), jak i typ badanych komorek (zwtaszcza poziom ekto-5’-nukleotydazy) odgrywaja tu
kluczowa rolg. Badania stanowigce przedmiot rozprawy doktorskiej zwracaty uwage na
mozliwos$¢ istnienia na powierzchni pewnych typow komorek receptoréw nukleotydowych
aktywowanych réwniez przez 5’-monotiofosforany deoksyrybonukleozydéw. Hipoteza ta nie
zostala jednak woOwczas udowodniona. Praca doktorska zatytulowana ,,Wplhw
mononukleotydow i ich tiofosforanowych analogow na wzrost wybranych linii komorkowych -

rola 5’-nukleotydazy” przygotowana w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Centrum Badan
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Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi pod kierunkiem dr hab. Marii

Koziotkiewicz, zostata obroniona w roku 2002.

Wyniki prac powstatych podczas przygotowywania rozprawy doktorskiej zostaty opublikowane w

artykutach naukowych:

Koziotkiewicz M, Gendaszewska E, Maszewska M. Stability of stereoregular
oligo(nucleoside phosphorothioate)s in human cells. Diastereoselectivity of cellular 3'-
exonuclease. Nucleosides & nucleotides 16(7): 677-1682 (1997)

MNISW - 15*, 1F1997 = 0.905, IF2015 = 0.876, (5 letni |F=0880) Cit-3

Czasopismo w 2000 roku zostato przeksztalcone w Nucleosides, Nucleotides and Nucleic
Acids.

2. Koziotkiewicz M, Owczarek A, Gendaszewska E. Enzymatic assignment of
diastereomeric purity of stereodefined phosphorothioate oligonucleotides. Antisense Nucleic
Acid Drug Dev. 9(2): 171-181 (1999)

Czasopismo w 2003 roku zostato przeksztatcone w periodyk zatytutowany Oligonucleotides,
a roku 2011 nastagpita kolejna zmiana jego tytulu: Nucleic Acid Therapeutics

MNiSW - 307, IF190 = 3.441, IF2015 = 2.813, (5 letni IF = 2.567 ) Cit -11

3. Koziolkiewicz M, Gendaszewska E, Maszewska M, Stein CA, Stec WJ. The
mononucleotide-dependent, nonantisense mechanism of action of phosphodiester and
phosphorothioate oligonucleotides depends upon the activity of an ecto-5'-nucleotidase.
Blood. 98(4): 995-1002 (2001).

MNIiSW - 507, 1Fz01 = 9.273, IF2015 = 11.841, (5 letni IF=10.205) Cit - 21

B) Jeszcze w trakcie trwania prac nad rozprawa doktorska moje zainteresowania
tematyka terapeutycznych kwasoéw nukleinowych oraz antysensowych oligonukleotydow
zaoowocowaly  serig  publikacji poswigconych  wewngtrzkomorkowej — dystrybucji
wprowadzanych oligonukleotydow, wykorzystaniu  specyficznych  oligonukleotydow
antysensowych w celu obnizenia ekspresji biatek opornosci wielolekowej MRP oraz

zastosowaniu dwuniciowe;j struktury kwasoéw nukleinowych w konstrukcji szczepionek DNA:

4. Gendaszewska E. Szczepionki DNA. Postepy Biochem. 1998;44(2):117-24.
MNiSW - 5"
5. Koziotkiewicz M, Oweczarek A, Gendaszewska E. Enzymatic assignment of

diastereomeric purity of stereodefined phosphorothioate oligonucleotides. Antisense Nucleic
Acid Drug Dev. 9(2): 171-181 (1999)
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Czasopismo w 2003 roku zostato przeksztatcone w periodyk zatytutowany Oligonucleotides,
a roku 2011 nastgpita kolejna zmiana jego tytulu: Nucleic Acid Therapeutics

MNIiSW - 307, IF190 = 3.441, 1F2015 = 2.813, (5 letni IF = 2.567 ) Cit -11

6. Niewiarowski W, Gendaszewska E, Rebowski G, Wojcik M, Mikotajczyk B, Goss
W, Soszynski M, Bartosz G. Multidrug resistance-associated protein--reduction of expression
in human leukaemia cells by antisense phosphorothioate olignucleotides. Acta Biochim Pol.
47(4): 1183-1188 (2000).

MNIiSW - 157, 1F2000 = 0.749, 1F2015 = 1.489, (5 letni IF=1.422) Cit — 12

7. Rebowski G, Wojcik M, Boczkowska M, Gendaszewska E, Soszynski M, Bartosz G,
Niewiarowski W. Antisense hairpin loop oligonucleotides as inhibitors of expression of
multidrug resistance-associated protein 1: their stability in fetal calf serum and human plasma.
Acta Biochim Pol. 48(4): 1061-1076 (2001).

MNiSW - 157, 1F2001 = 0.832, 1F2015 = 1.489, (5 letni IF=1.422) Cit -9

8. Maszewska M, Kobylanska A, Gendaszewska-Darmach E, Koziotkiewicz M.
Bromodeoxyuridine-labeled oligonucleotides as tools for oligonucleotide uptake studies.
Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 12(6):379-391 (2002).

Czasopismo w 2003 roku zostato przeksztatcone w Oligonucleotides, a roku 2011 w Nucleic
Acid Therapeutics

MNIiSW - 307, 1F2002 = 2.303, 1F2015 = 2.813, (5 letni IF =2.567 ) Cit -1

C) Od roku 2006 jednym z gtdéwnych obszaréw moich zainteresowan badawczych jest
aktywnos$¢ biologiczna lizofosfolipidow, co zaprezentowalam w niniejszym autoreferacie. W
wyniku rozwoju tych zainteresowan powstaty prace, ktore nie zostaly przeze mnie wiaczone
do cyklu publikacji bedacych podstawa wniosku o przeprowadzenie postgpowania
habilitacyjnego [H-1 — H-9]. Nalezg do nich prace wymienione ponizej, w tym przeglad
przygotowany na zaproszenie Edytora i opublikowany w czasopismie Current Organic

Chemistry.

9. Gendaszewska-Darmach E. Lysophosphatidic acids, cyclic phosphatidic acids and
autotaxin as promising targets in therapies of cancer and other diseases. Acta Biochim Pol.
55(2): 227-304 (2008)

MNISW - 157, IF008 = 1.448, 1F2015 = 1.489, (5 letni IF=1.422) Cit — 23

10. Gendaszewska-Darmach E, Drzazga A. Biological relevance of lysophospholipids
and green solutions for their synthesis. Curr Org Chem., 18, 2928-2949 (2014)

MNISW - 30", IF215= 2.157, IF2015 = 1.949, (5 letni |F=2.436) Cit-0
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11. Sowinska A, Rytczak P, Gendaszewska-Darmach E, Drzazga A, Koziotkiewicz M,
Okruszek A. The chemical synthesis and preliminary biological studies of phosphodiester and
phosphorothioate analogues of 2-methoxy-lysophosphatidylethanolamine. Bioorg Med Chem
Lett. 26(15): 3725-9 (2016)

MNiSW - 257, 1F2015 = 2.486, (5 letni IF=2.303) Cit-0

D) Inne podejmowane przeze mnie watki badawcze zwigzane sa z wykorzystaniem
aktywnych zwigzkow obecnych w ekstraktach roslinnych w celu opracowania preparatéw
stosowanych w profilaktyce lub leczeniu cukrzycy i schorzen jej towarzyszacych. Wspotpraca
z dr inz. Malgorzatg Zaklos-Szyda oraz z zespotem dr inz. Anny Podsedek (Instytut
Biochemii Technicznej) majacym duze doswiadczenie w badaniach skladu i aktywnos$ci
przeciwutleniajacej polifenoli izolowanych z roslin uprawnych i dziko rosnacych potaczona z
wykorzystaniem pracowni hodowli komorkowych data mozliwos¢ poglebionej analizy
aktywnosci przeciwcukrzycowej tych fitozwigzkéw. Analiza taka byta mozliwa dzigki
kolekcji modelowych linii komoérkowych niezbednych do realizowania tej tematyki
badawczej (m.in. BTC-3: mysie komorki insulinomy, HepG2: ludzkie komoérki watrobiaka,
HaCaT: ludzkie keratynocyty, HDF: ludzkie fibroblasty skory, HUVEC: ludzkie komorki
srodblonka zyly pepowinowej), jak rowniez opracowaniu i doskonaleniu nowoczesnych
metod badawczych.

Efektem uczestnictwa w projektach badawczych poswigconych aktywno$ciom biologicznym
ekstraktow polifenoli sag dwie prace przegladowe z moim wspotautorstwem.

12. Golgbczak J, Gendaszewska-Darmach E. Ksantohumol i inne prenyloflawonoidy
szyszek chmielu — aspekty biologiczne i technologiczne. Biotechnologia 1 (88), 75-89 (2010).
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13.  Majewska I, Gendaszewska-Darmach E. Proangiogenic activity of plant extracts in
accelerating wound healing - a new face of old phytomedicines. Acta Biochim Pol. 58(4):
449-460 (2011).

MNIiSW - 157, IFz011 =1.491, IF2015 = 1.489, (5 letni IF=1.422) Cit - 17

E) W roku 2014 rozpoczetam zupetnie nowy kierunek badan nawiazujac wspotprace z dr
inz. Katarzyng Blazewska (Wydzial Chemiczny, Politechnika t.6dzka). Zainteresowania
naukowe dr Btazewskiej dotyczag miedzy innymi poszukiwan niskoczasteczkowych
syntetycznych inhibitoréw enzymu geranylogeranylotransferazy Rab, ktora odgrywa istotng
role w procesie prenylacji bialek Rab. Dane literaturowe wskazuja, ze w komoérkach
nowotworowych czy chorobach neurodegeneracyjnych poziom ekspresji genéw kodujacych

okreslone biatka Rab jest zdecydowanie wyzszy niz w komodrkach prawidtowych. Przypuszcza
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si¢, ze inhibicja procesu prenylacji tych bialek mogtaby pozwoli¢ na kontrole poziomu funkcjonalnych
biatlek Rab. Czgs¢ badan z wykorzystaniem ludzkich modeli komorkowych w ramach projektu
SONATA BIS kierowanego przez dr inz. Katarzyne Btazewska (,,Projektowanie i synteza probnikow
Rab GGTazy i ich wykorzystanie do okreslenia miejsca oddziatywania fosfonokarboksylanowych
inhibitorow z  enzymem 1  identyfikacji  potencjalnych  oddziatywan  ubocznych"
(2014/14/E/ST5/00491) jest wykonywana pod moim kierunkiem. W realizacj¢ projektu zaangazowana
jest mgr inz. Aleksandra Kazmierczak (doktorantka w Instytucie Biochemii Technicznej PL), ktorej

wraz z dr inz. Katarzyna Blazewska jestesmy opiekunami naukowymi.
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