Zaktad Chemii Lekow
Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

dr n. farm. Arkadiusz Surazynski

Dokumentacja o wszczecie postepowania habilitacyjnego

w dziedzinie nauk farmaceutycznych

Zatacznik 2

AUTOREFERAT

Biatystok 2013




DANE OSOBOWE

Imie i nazwisko: Arkadiusz Surazynski

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

e Doktor nauk farmaceutycznych: Slagska Akademia Medyczna, Sosnowiec, 2002,
»,Mechanizm inhibitorowego dziatania kwasu acetylosalicylowego na metabolizm
kolagenu w fibroblastach skdry ludzkiej”

e Dyplom specjalizacji pierwszego stopnia z farmacji aptecznej: Biatystok, 2001.

e Dyplom magistra farmacji: Akademia Medyczna w Biatystoku, 1998, "Wptyw agonistow

receptorow Bs adrenergicznych na uktad krgzenia szczura”

Zatrudnienie

1998 — 2006 Asystent, Zaktad Chemii i Analizy Lekéw, Akademia Medyczna w
Biatymstoku

2003 - 2005 Staz naukowy, National Cancer Institute, Frederick, MD, USA

2006 2 miesieczna misja naukowa w National Cancer Institute, Frederick, MD,
USA

2006 - 2011 Adiunkt, Zaktad Chemii i Analizy Lekéw, Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku

0Od 2011 Adiunkt, Zaktad Chemii Lekéw, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku




OSIAGNIECIA OKRESLONE W ART. 16, UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O

STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W

ZAKRESIE SZTUKI (DZ. U. NR 65, POZ. 595, Z POZN. ZM.)

Tytut osiggniecia naukowego:
Identyfikacja zaleznych od prolidazy wewngtrzkomérkowych szlakéw
metabolicznych stanowigcych molekularne cele eksperymentalnej farmakoterapii
zapalenia i procesu nowotworowego.

Przedmiotem mojego zainteresowania badawczego jest ocena mechanizméw

zaktécenia szlakdw sygnatowych w przebiegu eksperymentalnych zaburzerh metabolizmu

komdrkowego, identyfikacja molekularnych celéw potencjalnej farmakoterapii oraz ocena

mechanizmow dziatania lekow.

Z mojego dorobku naukowego wyodrebnitem siedem prac zawierajgcych wyniki

badan nad rolg prolidazy w regulacji szlakéw metabolicznych w prawidtowych i

patologicznych liniach komérkowych oraz identyfikacjg potencjalnych punktéw uchwytu

farmakoterapeutycznej interwencji:
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Przedmiotem badar stanowigcych tres¢ wyodrebnionych publikacji jest ocena
molekularnego mechanizmu regulacji szlakéw wewnatrzkomérkowego przekaznictwa
sygnatu zaleznych od aktywnosci prolidazy.

Prolidaza (peptydaza D, imidopeptydaza, E.C. 3.4.13.9) jest cytoplazmatyczng
egzopeptydaza, katalizujgca hydrolize imidodipeptydéw, w ktérych C-koricowa prolina lub
hydroksyprolina zwigzana jest za posrednictwem lll-rzedowego azotu z grupq karbonylowa
poprzedzajgcego jg aminokwasu z wolng grupg aminowa. Imidodipeptydy pochodzg z
wewnatrzkomdrkowej degradacji biatek endogennych, zwtaszcza kolagenu, a takze innych
biatek zawierajacych proline. Ulegajg one degradacji do wolnych aminokwaséw przy udziale
cytoplazmatycznej prolidazy. Soki trawienne przewodu pokarmowego nie zawierajg bowiem
enzymoéw zdolnych do trawienia lll-rzedowego wigzania imidowego. Prolidaza jest
metaloproteinazg, bowiem do petnej aktywnosci enzymatycznej wymaga obecnosci jondw
manganu.

Prolidaza, katalizuje koncowy etap hydrolizy biatek zawierajgcych proling lub
hydroksyproline. Najwieksza ilos¢ takich biatek wystepuje w macierzy pozakomorkowej
(ECM). Funkcja prolidazy polega na reutylizacji proliny do syntezy biatek, zwtaszcza kolagenu.
Kolagen, stanowigcy okoto jedng trzecig wszystkich biatek organizmu ludzkiego jest
polipeptydem zawierajgcym najwiekszg liczbe wigzarn imidowych sposréd wszystkich
znanych biatek. Wystepuja one gtéwnie jako glicylo-prolina. W taricuch o kolagenu typu |
(235 aminokwaséw) ten dublet wystepuje 25 razy. W innych biatkach prolina rzadko
wystepuje w sasiedztwie glicyny. Istnieje szereg dowoddw udziatu prolidazy w regulacji
syntezy kolagenu i innych biatek zawierajgcych proline.

Kolagen jest niezbednym sktadnikiem tkanki tacznej, zapewniajgcym jej integralnosc i

prawidfowa funkcje. Jest bowiem nie tylko sktadnikiem strukturalnym ECM stanowigcym
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element podporowy tkanek, ale peftni wazng role w regulacji metabolizmu komérkowego
jako ligand niektdorych receptoréw integrynowych. Za posrednictwem tych receptordw
indukuje szlaki sygnatowe regulujace ekspresje genow, réznicowanie, wzrost i wiele innych
funkcji komérek.

Pobudzenie receptora integrynowego przez ligand, np.: kolagen, indukuje fosforylacje
biatka FAK i zmiane jego konformacji pozwalajgca na interakcje z regionami SH2 kinazy Src.
Zjawisko to pozwala na interakcje kinazy FAK z biatkiem adaptorowym Grb-2 oraz
fosforylacje kinazy Shc. Zaktywowana w ten sposéb kinaza Shc wigze sie z biatkiem Grb-2.
Biatko Grb-2 jest biatkiem adaptorowym, bogatym w domeny SH2, ktére warunkujg wigzanie
z bogatymi w proline obszarami biatka SOS (bedgcym biatkiem wymieniajgcym nukleotydy
guanidynowe), co powoduje translokacje biatka SOS do btony komdérkowej i zakotwiczenie
tego biatka przy cytoplazmatycznej powierzchni btony. Tutaj biatko SOS taczy sie z
zakotwiczonym przy cytoplazmatycznej powierzchni btony komdrkowej biatkiem Ras.
Zaktywowane biatko Ras fgczy sie z biatkiem Raf, ktére po zaktywowaniu powoduje
fosforylacje MAP-kinaz. MAP-kinazy ulegajg translokacji do jadra komodrkowego, gdzie
aktywujg szereg czynnikéw transkrypcyjnych np.: (NFkB, STAT, p53) regulujgcych ekspresje
tzw. gendw wczesnej odpowiedzi, kodujgcych biatka uczestniczgce w procesach wzrostu i
réznicowania komodrek. Nasuneto to przypuszczenie, ze prolidaza poprzez udziat w
metabolizmie kolagenu - liganda receptoréow integrynowych, wptywa na regulacje
metabolizmu komdérkowego.

Potwierdzeniem udziatu prolidazy w regulacji wielu funkcji fizjologicznych organizmu
sg objawy kliniczne genetycznego niedoboru prolidazy. Nalezg do nich: owrzodzenie podudzi
i towarzyszace im trudno gojace sie rany, schorzenia skéry zwigzane z zaburzeniami
rownowagi pomiedzy syntezg a degradacjg kolagenu, czeste infekcje z powodu niedoboréw
immunologicznych, bedace nastepstwem zaktéconej biosyntezy bogatych w proline
immunoglobulin lub/i Ciq czy uposledzenie umystowe, ktérego przyczyng mozie by¢
obnizenie stezenia L-proliny w osrodkowym uktadzie nerwowym. Wiadomo bowiem, ze L-
prolina odgrywa wazing role w pobudzaniu neurondéw glutaminergicznych. Niedobdr
prolidazy obniza stezenie L-proliny w krgzeniu, co moze zaktécac funkcje tych neurondéw.

Powyzsze wyniki badan sktonity mnie do poszukiwania wewngtrzkomérkowych
mechanizméw regulacji aktywnosci prolidazy. W toku badan wykazatem, ze aktywnosc

prolidazy regulowana jest poprzez proces fosforylacji (1). Wykazatem, ze fosforylacja enzymu
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zachodzi pod wptywem sygnatu generowanego przez receptory (m.in.: integrynowe i IGF-IR),
a takze pod wptywem mediatoréow zapalenia np. tlenku azotu. Wykazatem, ze zaréwno
tlenek azotu pochodzgcy z donoréw tlenku azotu (DETA/NO i SIN-I) jak i w wyniku
nadekspresji wewngtrzkomdrkowej syntazy tlenku azotu (transfekcja komarek iNQOS)
powoduje wzrost aktywnosci prolidazy. Zjawisko to nie byto skorelowane ze wzrostem
ekspresji tego enzymu, co sugeruje post-translacyjny mechanizm regulacji aktywnosci
prolidazy.

Fosforylacja biatek jest powszechnie wystepujgcym mechanizmem regulacji
aktywnosci enzymow. Prolidaza posiada w strukturze I-rzedowej szereg reszt serylo-
treonylowych, ktére stanowig potencjalne miejsce fosforylacji. W toku badan wykazatem, ze
prolidaza ulega fosforylacji na resztach serylo-treonylowych, a tlenek azotu powoduje wzrost
aktywnosci prolidazy skorelowany ze wzrostem ekspresji fosforylowanej formy prolidazy bez
wptywu na zawartos¢ biatka enzymatycznego. Proces fosforylacji prolidazy, oprécz
wyjasnienia mechanizmu regulacji jej aktywnosci enzymatycznej, pozwala wtgczy¢ prolidaze
do szeregu biatek uczestniczgcych w procesach wewngtrzkomérkowego przekaznictwa
sygnatu regulujgcego metabolizm i wzrost komadrek (1).

Wysokie stezenie tlenku azotu powoduje wzrost syntezy kolagenu, szczegdlnie w
czasie gojenia ran. Odkrycie stymulujgcego wptywu tlenku azotu na aktywnos$¢ proliday
moze ttumaczy¢ mechanizm tego zjawiska. Poparciem tej tezy jest fakt, iz klinicznym
objawem niedoboru prolidazy sg zaburzenia w procesie gojenia ran. Odkrycie, ze prolidaza
jest enzymem regulowanym przez tlenek azotu pozwala witgczy¢ ja w szlak przemian
metabolicznych zwigzanych z gojeniem ran. Procesowi temu towarzyszy przebudowa ECM
(pobudzenie obrotu kolagenu) oraz proces angiogenezy (pobudzenie gendéw pro-
angiogennych).

Rola tlenku azotu (czgsteczki uczestniczacej w wielu procesach fizjologicznych i
patologicznych, miedzy innymi w procesie zapalenia i angiogenezy) w regulacji prolidazy
sktonita mnie do badan w kierunku powigzania prolidazy z procesem angiogenezy. W tym
celu po raz pierwszy skonstruowatem plazmid dla prolidazy i otrzymatem komérki z
podwyzszong ekspresjg tego enzymu. W komarkach stransfekowanych zauwazytem znaczny
wzrost ekspresji czynnika stymulujgcego angiogeneze: VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor, czynnik wzrostu komorek srodbtonka naczyniowego) oraz Glut — 1 (transportera

glukozy) odpowiedzialnego za utrzymanie homeostazy komdérkowej w warunkach miedzy
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innymi niedotlenienia (2). Dalsze badania wykazaty, ze prolidaza uczestniczy w modulacji
ekspresji czynnika transkrypcyjnego HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor; czynnik indukowany
hipoksjg). Czynnik ten odpowiedzialny jest za regulacje ekspresji wielu genow
uczestniczacych w procesach proliferacji i apoptozy komérek oraz wielu szlakow
onkogennych. Wykorzystujgc test ekspresji lucyferazy wykrytem, ze wraz ze wzrostem
aktywnosci prolidazy dochodzi do wzrostu ekspresji fragmentu HRE (Hypoxia Response
Element) w DNA, co ttumaczy podwyiszenie ekspresji VEGF i GLUT-1 w komdrkach
stransfekowanych wektorem prolidazy. Podobny efekt zaobserwowatem po dodaniu do
komoérek produktéw aktywnosci prolidazy: proliny i hydroksyproliny. W tym przypadku
rowniez dochodzi do wzrostu ekspresji fragmentu HRE, co wskazuje, ze za opisane efekty
odpowiedzialna jest enzymatyczna funkcja prolidazy i wzrost stezenia proliny lub
hydroksyproliny wewnatrz komaérki (2).

Stabilno$¢ i aktywnos$¢ HIF-1la regulowana jest przez rézne post-translacyjne
modyfikacje, np. acetylacja, hydroksylacja, fosforylacja. W warunkach prawidtowego
ci$nienia parcjalnego tlenu w tkankach (normoks;ji), HIF-1a ulega proteosomalnej degradacji
indukowanej poprzez produkt genu supresorowego pVHL. W tych warunkach (normoksji)
czynnikiem wtgczajagcym proces degradacji jest hydroksylacja segmentu polipeptydowego
zwanego ODD (Oxygen-dependent Degradation Domain). W warunkach hipoksji, proces
hydroksylacji ODD nie zachodzi, HIF-1a nie ulega degradacji, natomiast ulega interakcji z
koaktywatorem p300/CBP, ktéry moduluje jego aktywnosé transkrypcyjng. Mechanizm ten
ilustruje schemat 1. Wykorzystujgc test lucyferazy CMV-Luc-ODD, jako zastepczego substratu
hydroksylacji segmentu polipeptydowego ODD, wykazatem, ze wraz ze wzrostem aktywnosci
prolidazy zachodzi uposledzenie proteosomalnej degradacji tego czynnika, co bezposrednio
przektada sie na stabilno$¢ i wzrost ekspresji HIF-1a w komaérce. W tym przypadku, podobnie
jak w poprzednim doswiadczeniu, dodanie do komdrek produktéw aktywnosci prolidazy:
proliny lub hydroksyproliny wywiera podobny efekt jak podwyzszenie aktywnosci prolidazy.
Zahamowanie proteosomalnej degradacji HIF-1a, a co za tym idzie zwigkszenie ilosci tego
czynnika i translokacja do jagdra komorkowego skutkuje pobudzeniem ekspresji genéw i w
konsekwencji syntezy biatek potrzebnych do utrzymania homeostazy tkankowej. Pobudzane
geny to przede wszystkim czynniki zaangazowane w zapewnienie komdérkom optymalnej
ilosci tlenu poprzez angiogeneze (VEGF, VEGFR-1), erytropoeze (EPO), dostarczenie zelaza

(transferryna), biatka metabolizmu beztlenowego (enzymy glikolityczne), transportery
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glukozy (GLUT-1 i -3), czynniki wzrostu (TGF-a, IGF-2) oraz inne zwigzane np.: z inwazyjnoscig
(katepsyna D, MMP-2, ID2). Bardzo interesujgcym zjawiskiem jest fakt, ze za obnizenie
degradacji HIF-1a nie jest odpowiedzialna prolidaza jako enzym, lecz produkty jej aktywnosci
— prolina a takze hydroksyprolina (2). Odkrycie tego zjawiska moze ttumaczyé¢ zaleznosé
miedzy aktywnoscig prolidazy a inwazyjnoscia komodrek nowotworowych. Z literatury
wiadomo bowiem, ze komdrki nowotworowe z wysokg aktywnoscig prolidazy wykazujg
wysokg inwazyjnos¢. Po raz pierwszy przedstawitem dowody, ze za aktywacje i ekspresje
gendw zaleznych od tego czynnika transkrypcyjnego odpowiedzialne sg aminokwasy
uwalniane w procesie katalizowanym przez prolidaze — prolina i hydroksyprolina (2).
Odkrycie to uwazam za swoje najwieksze osiggniecie naukowe. Mechanizm tego zjawiska
ilustruje schemat 2.

W dalszych badaniach nad regulacyjng rolg aminokwaséw pochodzacych z produktow
reakcji katalizowanej przez prolidaze wskazatem na bardzo istotng role proliny i
hydroksyproliny w regulacji TGF-B;, waznego czynnika odpowiedzialnego za wzrost,
proliferacje i rdznicowanie komodrek. Wykazatem, ze aminokwasy te indukujg wzrost
ekspresji TGF-B;, receptora tego czynnika wzrostowego oraz fosforylowanego czynnika
transkrypcyjnego mTOR, uczestniczacego w przekazywaniu sygnatu przez receptor TGF-B;
(4). Zjawisko udziatu proliny i hydroksyproliny w regulacji TGF-B; i mTOR potwierdzajg
badania opisane w odniesieniu do regulacji aktywnosci transkrypcyjnej HIF-1a (2).

TGF-B; oprécz regulacyjnej roli w procesie wzrostu i proliferacji wielu typow komarek
stymuluje takze biosynteze kolagenu, co moze prowadzi¢ do zwtdknienia tkanek. Modulacja
aktywnosci prolidazy katalizujgcej hydrolize  imidodipeptydéw do wolnej proliny i
hydroksyproliny moze zatem stanowi¢ wazny czynnik regulujgcy aktywnosé biologiczna
TGF-B; i daje mozliwosci wykorzystania tej zaleznosci w leczeniu szeregu zaburzen
metabolicznych zwigzanych z marskoscig narzadéw, nowotworzeniem, angiogenezg czy
gojeniem ran (4).

Dalsze badania nad poszukiwaniem molekularnych mechanizméw regulacji
szlakdw wewnatrzkomérkowego przekaznictwa sygnatu zaleznych od aktywnosci prolidazy
obejmowaty szereg czynnikéw transkrypcyjnych odpowiedzialnych za procesy metaboliczne
w komodrce. Wykazatem, ze rola prolidazy w procesie biosyntezy biatek nie ogranicza sie
jedynie do odzyskiwania substratéw do ich biosyntezy, ale enzym ten moze réwniez petni¢

role modulatora w procesach przekaznictwa sygnatowego regulujgcego procesy zwigzane z
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biosyntezg niektdrych biatek, np. kolagenu (3). Jednym z takich czynnikéw regulujgcych
proces biosyntezy kolagenu jest czynnik transkrypcyjny NF-kB. Wykazatem, ze w komdrkach
z podwyzszong ekspresjg prolidazy ekspresja NF-xB jest wyraznie uposledzona, natomiast
zastosowanie specyficznych inhibitoréw tego enzymu (np. N-benzyloksykarbonylo-1-proliny,
Cbz-Pro), podwyzsza ekspresje NFkB w komédrkach (3).

Wazny obszar moich zainteresowan naukowych stanowig badania nad rolg
receptoréw PPAR i receptorow estrogenowych w komunikacji (,,cross-talk”) pomiedzy tymi
receptorami oraz udziatem czynnikéw transkrypcyjnych regulowanych przez aktywnosc
prolidazy w procesie regulacji biosyntezy kolagenu w komdrkach raka sutka (estrogeno-
zaleznych MCF-7 i estrogeno-niezaleznych MDA-MB-231) oraz raka endometrium (Ishikawa).
Termin ,cross-talk” okresla komunikowanie sie receptorow miedzy sobg w procesie
przekazywania sygnatu do jgdra komdrkowego po to, zeby wtgczy¢ lub wytgczy¢ ekspresje
okreslonych gendéw. Zaréwno receptor estrogenowy i PPAR-y nalezg do rodziny
hormonalnych receptoréw jagdrowych o aktywnosci czynnikdw transkrypcyjnych.

Podjgtem prébe wyjasnienia molekularnych mechanizmdéw zaburzen biosyntezy
kolagenu w komodrkach nowotworowych oraz role estrogendw i liganddw receptora PPAR-y
w tym procesie. Przedmiotem mojego zainteresowania byta ocena metabolicznej funkcji
aktywatorow receptora PPAR-y — tiazolidynodiondw oraz telmisartanu na biosynteze
kolagenu w komodrkach nowotworowych. Wykazatem, ze badane ligandy w obecnosci
pobudzonego receptora estrogenowego, indukujg proces hamowania biosyntezy kolagenu.
Brak estrogenu powodowat natomiast pobudzenie tego procesu przez badane zwigzki.
Sugeruje to zjawisko ,cross-talk” pomiedzy receptorem estrogenowym i receptorem PPAR-y
(5, 6). Wysunatem hipoteze, ze ,cross-talk” zachodzi pomiedzy podjednostka a receptora
estrogenowego a receptorem PPAR-y. Przedstawitem dowody, ze zjawisko to zachodzi w
komérkach raka sutka estrogeno-zaleznych MCF-7 oraz raka endometrium Ishikawa,
natomiast nie zachodzi w komdrkach MBA-MD-231. Przyczyng tego jest fakt, ze komorki
estrogeno-niezalezne, MDA-MB-231, posiadaja jedynie receptor estrogenowy B, pozbawione
sg natomiast receptora estrogenowego o. Efektem wyzej opisanego zjawiska ,cross-talk”
pomiedzy receptorem estrogenowym o a PPAR-y jest aktywacja szlaku sygnatowego
hamujgcego ekspresje gendw kolagenu. Zachodzi on poprzez indukcje szlaku MAP kinaz p-38

oraz ekspresje czynnika transkrypcyjnego NF-kB, ktdrego udziat w hamowaniu ekspresji




genow kolagenu typu | jest udowodniony i ktory w swoich badaniach wielokrotnie

potwierdzitem.

Przedstawione badania sugeruja, ze nie tylko receptor estrogenowy, ale réwniez
receptor PPAR-y moze stanowi¢ molekularny cel farmakoterapii estrogenozaleznych

nowotworéw sutka bgdz endometrium.

Rola estrogendw w progresji raka piersi oraz ich udziat w stymulacji aktywnosci
prolidazy skierowaty mnie do zbadania wptywu estrogenéw na ekspresje czynnika HIF-1a w
komarkach estrogeno-zaleznych raka piersi MCF-7 i estrogeno-niezaleznych MDA-MB 231.
W toku przeprowadzonych doswiadczen wykazatem, ze w komérkach MCF-7 hodowanych w
pozywce pozbawionej liganda receptora estrogenowego (estrogen, czerwien fenolowa)
ekspresja czynnika HIF-1a byta znacznie mniejsza w poréwnaniu do komérek hodowanych w
obecnosci estrogenu lub czerwieni fenolowej. Tego efektu nie zaobserwowatem w
komarkach estrogeno-niezaleznych MDA-MB 231 (posiadajgcych tylko receptor estrogenowy
B) co sugeruje znaczgcy udziat receptora estrogenowego o w proces regulacji ekspresji
czynnika HIF-1a (7). Dodanie do komérek MDA-MB 231 (z wysokg aktywnoscig prolidazy)
substratu tego enzymu, Gly-Pro lub Gly-HyPro, spowodowato wzrost ekspresji czynnika HIF-
la w sposéb zalezny od uzytego stezenia dipeptyddéw, niezaleznie od obecnosci liganda
receptora estrogenowego. Natomiast w komadrkach MCF-7 (z niskg aktywnoscig prolidazy)
efekt wywotany dodaniem imidodipeptyddéw byt mniej zaznaczony oraz wyraznie zalezny od
aktywnosci receptora estrogenowego. W hodowlach pozbawionych liganda receptora
estrogenowego dodanie wzrastajgcych stezern substratu dla prolidazy nie spowodowato
znaczgcego wzrostu ekspresji czynnika HIF-1a (7). Wskazuje to na wazny udziat receptora
estrogenowego a w zaleznej od prolidazy regulacji ekspresji tego waznego czynnika

transkrypcyjnego.

W cyklu przedstawionych prac wyjasnitem role prolidazy w regulacji funkcji
czynnikdw transkrypcyjnych (HIF-1a, NF-kB) czynnikéw wzrostowych (TGF-B;) oraz udziat IL-
1, tlenku azotu i receptora estrogenowego a w regulacji aktywnosci tego enzymu.

Wyniki tych badan wskazujg na nowe, punkty uchwytu eksperymentalnej
farmakoterapii zapalenia i procesu nowotworowego. Mogg stanowi¢ je miedzy innymi

inhibitory prolidazy, HIF-1a, NF-kB, IL-1 oraz iNOS. Ilustruje to zatgczony schemat 2.
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Schemat 2

TNF-a |
INTEGRYNA a,; 1
TGF-B
IGF-IR \\ l
iNOS PROUDAZAT Zahamowanie VEGF 1

proteosomalne;j

GLY-PRO  PRO )1 i 1
T GLY-HYP  HYP degradacji HIF-1a HIF-1a e | L1 I—

PRODUKTY DEGRADACII
KOLAGENU

T NFxB |
T

cox-2 |

1 - POBUDZENIE

- POTENCJALNY PUNKT UCHWYTU
TERAPII INHIBITOROWE)J

IGF-IR — Receptor Insulinopodobnego czynnika wzrostowego | (insulin-like growth factor-I
Receptor)
GLY-PRO — Glicylo-Prolina
GLY-HYP- Glicylo-Hydroksyprolina
’ PRO - Prolina
HYP — Hydroksyprolina
HIF-1 — Czynnik indukowany hipoksjg-1 (Hipoxia Inducible Factor 1)
1 IL-1 — Interleukina 1

COX -2 - Cyklooksygenaza 2



iNOS - Indukowana syntaza NO (inducible Nitric Oxide Synthase )

NF-kB- Jgdrowy czynnik kB (Nuclear Factor kappa B)

TNF a- Czynnik martwiczy nowotwordw (Tumor Necrosing Factor a)

TGF B — transformujgcy czynnik wzrostowy B (Transforming Growth Factor B)

VEGF — naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostu (Vascular Endothelial Growth Factor)
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POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE.

Dziatalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora.

Moéj dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 8 prac doswiadczalnych
oraz 4 doniesienia zjazdowe, prezentowane na konferencjach i zjazdach naukowych. tgczny
IF prac stanowigcych dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora wynosi 12,757 i
78 punktow MNiSW.

Wazinym obszarem moich zainteresowan naukowych przed uzyskaniem stopnia
doktora stanowity badania zwigzane z molekularnymi mechanizmami regulacji metabolizmu
tkanki tgcznej zwtaszcza kolagenu w patogenezie choréb, w szczegdlnosci nowotworowych
oraz udziatu prolidazy w tym procesie. Zaburzenia regulacji metabolizmu kolagenu prowadza
do wielu choréb, ktérym towarzyszy widknienie narzgdow, uposledzenie gojenia sie ran,
deformacje szkieletowe, tetniaki i inne zmiany. Z tego powodu mechanizm regulacji

biosyntezy kolagenu jest jednym z gtéwnych kierunkéw badan nad biochemig tkanki tgcznej.

W tkankach zmienionych chorobowo, zaréwno w procesie zapalnym oraz
nowotworowym, zmiany w metabolizmie kolagenu s3 zjawiskiem czesto obserwowanym,
jednakze mechanizm tego procesu nie zostat wyjasniony. Jedng z przypuszczalnych przyczyn
tego zjawiska moze by¢ zaburzenie w regulacji aktywnosci metaloproteinaz, w tym prolidazy.
Enzym ten jest cytoplazmatyczng egzopeptydazg, katalizujgcg hydrolize imidodipeptyddéw, w
ktorych aminokwasem C-koncowym jest prolina lub hydroksyprolina. Przyjmuje sie, ze
biologiczng rolg prolidazy jest odzyskiwanie proliny z imidodipeptydéw do resyntezy
kolagenu. Badania przeprowadzone nad ptaskonabtonkowym nowotworem ptuca wykazaty
znaczgco wyzszg zawartos¢ kolagenu w tkance zmienionej chorobowo, ktéremu
towarzyszyta podwyzszona aktywnos¢ i ekspresja prolidazy (1). Z przeprowadzonych badan
wynika, ze zmiany aktywnosci prolidazy odzwierciedlajg zaburzenia metabolizmu kolagenu,
co moze stanowi¢ nieswoisty marker procesu nowotworowego w raku ptuca jak réwniez
potencjalny punkt uchwytu terapii przeciwnowotworowej tej tkanki.

Zaburzenia metabolizmu kolagenu obserwowano réwniez w zmienionej zapalnie
tkance trzustki. W tym przypadku znacznemu wzrostowi zawartosci kolagenu w tkance

towarzyszyt wzrost aktywnosci specyficznych metaloproteinaz — kolagenaz oraz ekspresji
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podjednostki B; receptora integrynowego oraz nieznaczne uposledzenie aktywnosci
prolidazy (7). Jakkolwiek w tkance trzustki zmienionej nowotworowo rdwniez
zaobserwowatem podwyzszong aktywnos¢ kolagenolityczng, to jednak wykazatem w tej
tkance drastyczne upo$ledzenie aktywnosci i ekspresji prolidazy (7). Zjawisko zmian
aktywnosci prolidazy w tkance trzustki zmienionej zapalnie i nowotworowej moze by¢
dodatkowym czynnikiem rdznicujgcym te dwa procesy.

Dalsze badania nad mechanizmem zaburzern metabolizmu kolagenu w chorobach
trzustki wykazaly, ze za to zjawisko mogg by¢ odpowiedzialne czynniki pobudzajgce
biosynteze kolagenu. Jednym z najlepiej poznanych induktoréw biosyntezy kolagenu jest
insulino-podobny czynnik wzrostowy-I (IGF-1). Wykazano, ze w surowicy pacjentéw z rakiem
trzustki poziom czynnika IGF-I oraz jego biatek wigzacych, IGF-BP1 i IGF-BP3, jest znacznie
Wyzszy niz w surowicy pacjentéw z trzustkg zmieniong zapalnie lub u pacjentéw zdrowych.
Odkrycie to réwniez moze by¢ przydatne w diagnostyce zapalenia i raka trzustki (8).

Kolejne badania dotyczyty patogenezy zaburzen regulacji metabolizmu kolagenu u
pacjentow z wrodzong tamliwoscig kosci — osteogenesis imperfecta (Ol). Badania te
wykazaty, iz w fibroblastach pochodzacych od pacjentéw z Ol dochodzi do uposledzenia
biosyntezy kolagenu. Wykazano ponadto, ze nowo syntetyzowany kolagen posiada
nieprawidlowa budowe. Zjawisku temu towarzyszy znaczne uposledzenie aktywnosci
prolidazy, ktére odzwierciedla zmiany w biosyntezie tego biatka (2). Zaburzenia aktywnosci
prolidazy u pacjentéw z Ol wyjasniajg potencjalny mechanizm zmian zachodzacych w
biosyntezie kolagenu stanowigcy potencjalny punkt uchwytu terapii tej choroby.

Wiele uwagi poswiecitem ocenie wptywu lekéw przeciwnowotworowych na
metabolizm kolagenu. Zastosowanie raloksyfenu - selektywnego modulatora receptora
estrogenowego czy daunorubicyny - przeciwnowotworowej antracykliny, uposledzajg
biosynteze kolagenu a zmianom tym towarzyszg zmiany aktywnosci prolidazy (3, 5).
Wysunatem przypuszczenie, ze punktem uchwytu inhibitorowego dziatania tych lekéw na
biosynteze kolagenu moze by¢ prolidaza. Stato sie to inspiracja do podjecia badarn nad
mechanizmem dziatania i funkcjg prolidazy jako enzymu uczestniczgcego w szlaku
przekaznictwa sygnatu w komaérce. Wykazatem, ze aktywnos$¢ prolidazy zachodzi na etapie

post-translacyjnej modyfikacji tego enzymu (4, 6).
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Badania wykonywane w latach 2000 — 2002 finansowane byty w ramach dziatalnosci
statutowej Uczelni, w tym projekty badawcze, ktérych bytem gtéwnym wykonawca.

W latach 2000-2002 bytem wyrdzniony zespofowg nagrodg naukowg Ministra
Zdrowia (2001) oraz nagrodami JM Rektora Akademii Medycznej w Biatymstoku (2000,
2003).
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Dziatalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora.

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 84 prace, w tym 38
prace doswiadczalne, 1 skrypt a takze 45 doniesien zjazdowych, prezentowanych na
konferencjach i zjazdach naukowych krajowych i miedzynarodowych. Opublikowane prace
zawierajg wyniki badan nad molekularnymi mechanizmami zaburzehn metabolicznych w
patologicznych liniach komérkowych oraz identyfikacjg punktéw uchwytu nowych strategii
farmakologicznych. taczny IF prac stanowigcych dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia
doktora wynosi 84,52 i 671 punktéw MNiSW.

Dziatalnos$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora stanowita kontynuacje
zainteresowan mechanizmami regulacji aktywnosci prolidazy. Przedmiotem gtéwnego nurtu
badawczego w tym okresie byto przedstawienie argumentéw bezposredniego udziatu
prolidazy w procesie biosyntezy kolagenu oraz podjecie badan nad mechanizmem dziatania i
funkcjg prolidazy jako enzymu uczestniczgcego w szlaku przekaznictwa sygnatu w komoérce.

Kontynuacjg cyklu badan nad zaburzeniami metabolizmu kolagenu u pacjentéw z Ol,
byto wykazanie kolejnych zmian genetycznych obecnych u pacjentéw dotknietych tg
chorobg. Wykazano obecnos¢ mutacji gendw kolagenu, szczegdlnie prokolagenu typu |
(COL1A1 lub COL1A2) zwigzanych z zamiang Gly 511 na Ser. Jakkolwiek w fibroblastach
pacjentow Ol z tg mutacjg zaobserwowano zwiekszong biosynteze kolagenu to jednak
procesowi temu towarzyszyt nasilony proces degradacji tego biatka (10). Wazng role w tym
procesie odgrywa prolidaza. Aktywnos$¢ tego enzymu odzwierciedla zatem zmiany
zachodzgce w metabolizmie kolagenu fibroblastéw w przebiegu omawianej choroby (17).

Badania nad mechanizmami regulacji prolidazy i rolg tego zjawiska w biosyntezie
kolagenu dowiodty, ze wptyw modulatoréw receptora estrogenowego (9), niesteroidowych
lekédw przeciwzapalnych (11) czy modulatoréw receptora integrynowego (12) na biosynteze
kolagenu w fibroblastach skéry ludzkiej jest zalezny od wptywu tych substancji na aktywnos¢
prolidazy. Zaburzenie biosyntezy kolagenu i aktywnosci prolidazy w wyniku dziatania tych
substancji zwigzane jest z zaburzeniem szlakéw sygnatowych w komorce.

W celu pogtebienia wiedzy w zakresie regulacji przekaznictwa sygnatu w komorce i
udziatu prolidazy w tym zakresie, odbytem staz naukowy w Laboratory of Comparative

Carcinogenesis w Narodowym Instytucie Raka, Frederick, USA (2003-2005) pod kierunkiem
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dr James Phang’a - uznanego autorytetu w dziedzinie metabolizmu aminokwaséw, zwtaszcza

proliny i hydroksyproliny.

Biologiczna rola prolidazy polega na odzyskiwaniu L-proliny z produktéw degradaciji
kolagenu (gtéwnie imidodipeptydéw) do procesu resyntezy kolagenu i innych biatek
zawierajgcych proline. Mechanizm ten zapewnia réwnowage proceséw degradacji i
biosyntezy kolagenu w tkankach. Mechanizmy wewnatrzkomérkowej regulacji aktywnosci
prolidazy nie byly dotad poznane. W toku badan wykazatem, ze prolidaza ulega fosforylacji
pod wptywem sygnatu generowanego przez receptory (m.in.: integrynowe i IGFR), ale
réwniez pod wptywem mediatoréw zapalenia np. tlenku azotu (16). Proces fosforylacji
prolidazy warunkuje nie tylko aktywnos¢ tego enzymu, ale réwniez pozwala wigczy¢ ten
enzym do szeregu biatek uczestniczacych w procesie przekaznictwa sygnatowego.
Wykazatem, ze rola prolidazy w procesie biosyntezy biatek nie ogranicza sie jedynie do
odzyskiwania substratéw do ich biosyntezy, ale enzym ten moze réwniez petni¢ role
modulatora w procesach przekaznictwa sygnatowego regulujgcego procesy zwigzane z
biosyntezg biatek.

Wysunatem przypuszczenie, ze prolidaza odgrywa wazng role w procesie zapalenia
(uposledzenie aktywnosci prolidazy skutkuje zaburzeniem gojenia ran), a tlenek azotu
(czynnik bezposrednio zwigzany z procesem angiogenezy), powoduje wzrost aktywnosci
prolidazy poprzez zwiekszenie jej fosforylacji (16). Skierowato to badania w kierunku
powigzania prolidzay z procesem angiogenezy. W tym celu po raz pierwszy skonstruowatem
plazmid dla prolidazy i otrzymatem komorki z podwyzszong ekspresja tego enzymu.
Zaowocowato to zgtoszeniem patentowym Federal Register /Vol. 73, No. 57/ March 24, 2008
na wynalazek: Prolidase Expression Construct Useful as Anti-Angiogenesis Screen. W
komédrkach z podwyiszong ekspresjg prolidazy zauwazytem znaczny wzrost ekspres;ji
podstawowych czynnikéw stymulujgcych angiogeneze: VEGF i Glut — 1. Dalsze badania
Wykaza’fy, ze prolidaza uczestniczy w modulacji ekspresji waznego czynnika transkrypcyjnego
jakim jest HIF-1. Uposledzenie aktywnosci prolidazy skutkuje defektem w przekaznictwie
sygnatu uczestniczacego w procesie angiogenezy, co moze ttumaczy¢ kliniczne objawy
obserwowane u pacjentéw z genetycznym niedoborem prolidazy (23).

Ponadto prowadzitem badania nad udziatem prolidazy w mechanizmie

karcynogenazy. Wpykazatem, ze zahamowanie aktywnosci prolidazy przez nikiel
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(kompetycyjny inhibitor manganu (ll), stanowigcego kofaktor prolidazy), w hodowli komadrek
CHO, powodowato jednoczesnie zahamowanie wzrostu badanych komoérek (13).
Doswiadczenie to sugeruje waing role prolidazy w regulacji wzrostu, rdéznicowania i
metabolizmu komdérkowego.

Réwnolegle, prowadzitem badania nad oksydazg prolinowg (POX) - enzymem,
ktérego funkcja polega na przeksztatceniu proliny do kwasu pirolino-5-karboksylowego
(P5C). Oksydaza prolinowa zlokalizowana jest wewnatrz btony mitochondrialnej i
zaangazowana jest w proces powstawania reaktywnych form tlenu (ROS). Podwyzszona
zawarto$¢ tego enzymu powoduje indukcje apoptozy w komodrkach nowotworowych, a
mechanizm tego procesu zwigzany jest miedzy innymi z aktywacjg genéw proapoptycznych
stymulowanych przez biatko p53. Jednakze lokalizacja enzymu i jego udziat w procesie
powstawania wolnych rodnikéw przyczynia sie do indukcji apoptozy w komdrce réwniez w
sposob niezalezny od indukcji biatka p53. Postanowiono sprawdzi¢ czy cytoplazmatyczne i
mitochondrialne dysmutazy ponadtlenkowe lub katalazy (CuZnSOD, MnSOD lub CAT) mogg
wptywacé na indukcje apoptozy przez POX. Metodg transfekcji uzyskano komorki DLD-1 z
podwyzszong ekspresjg POX (zalezne od obecnosci tetracykliny w pozywce (tet-off). W tak
przygotowanych komodrkach, zwiekszono przy pomocy rekombinowanych adenowiruséw
zawartos$¢ enzymow antyoksydacyjnych CuZnSOD, MnSOD lub CAT. Wykazano, ze jedynie
podwyzszenie ekspresji MnSOD powoduje znaczgce zahamowanie apoptozy indukowanej
przez POX. Pozostate enzymy nie wptywajg na ten proces. Sugeruje to, ze nadtlenek wodoru
generowany przez MnSOD powoduje zahamowanie procesu apoptozy stymulowanej przez

POX (15).

W kolejnych doswiadczeniach wykazalismy, ze w komdrkach DLD-1 transfekowanych
POX (przy pomocy adenowirusa) nasilenie procesu apoptozy jest stymulowane nie tylko
poprzez szlak mitochondrialny (szlak wewnetrzny) ale réwniez poprzez stymulacje czynnikéw
zaleznych od czynnika nekrozy nowotworéw (TNF-a) miedzy innymi TRAIL, DR5 oraz
aktywnej formy kaspazy-8 (szlak zewnetrzny). W proces ten zaangazowany jest szlak
przekaznictwa sygnatu zwigzany z kinazami MAPK. Aktywacja POX powoduje uposledzenie
fosforylacji tych kinaz. Co wiecej stata aktywacja szlaku MAPK (transfekcja komérek aktywng

forma kinazy MEK) znaczgco hamuje wptyw POX na proces apoptozy (20).
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Wykorzystujgc model komérkowy z POX tet-ON/OFF wykazalismy, iz enzym ten
reguluje szlaki przekaznictwa sygnatowego w komodrkach raka okreinicy. Podwyzszona
zawarto$¢ POX znaczaco redukowata aktywnosé i zawartos$¢ cyklooksygenazy 2, a tym
samym zawarto$¢ prostaglandyny PGE2. Dodanie prostaglandyny PGE2 do hodowli
komérkowych powoduje zahamowanie proapoptycznego wptywu POX na komérki. Wskazuje
to na znaczacy udziat tego szlaku sygnatowego i samej prostaglandyny PGE2 na proces
apoptozy indukowanej przez POX. Ponadto wykazaliémy interakcje miedzy COX-2, szlakiem
Wnt/Beta-catenin i EGFR.  Wzrost ekspresji POX w znaczacy sposéb powodowat
uposledzenie fosforylacji (aktywacji) EGFR. Natomiast dodatek EGF do komérek czesciowo
odwracat uposledzajgcy wptyw POX na ekspresje COX-2 (27). Sugeruje to, ze oksydaza
prolinowa modulujac potencjat oksydoredukcyjny komérki odgrywa wazng role w regulacji
pro-nowotworowych szlakéw sygnatowych.

Przeprowadzone badania dowodzg, ze POX moze by¢ potencjalnym celem terapii
celowanej w chorobach nowotworowych.

Po powrocie do Polski kontynuowatem badania nad udziatem prolidazy w
wewngtrzkomorkowych szlakach przekaznictwa sygnatowego zaangazowanych w proces
zapalenia i proces nowotworowy. Wykazatem, ze zahamowanie aktywnosci prolidazy w
komdrkach poddanych dziataniu niklu (Il) (25), antybiotyku aminoglikozydowego -
netelmycyny (19) antybiotyku przeciwnowotworowego — puromycyny (14) badz tez réznych
modulatoréw receptoréw estrogenowych (Raloxifen, Tamoxifen) (30) prowadzi do
uposledzenia metabolizmu kolagenu i w efekcie zaburza interakcje miedzy komérkami a
macierzg pozakomdrkowg, przyczyniajagc sie do zaktdcenia szlakéw sygnatowych
regulujgcych metabolizm, ekspresje gendw, stabilno$¢ genomu, réznicowanie i proliferacje
komdrek. Badania dowiodly, ze uposledzenie biosyntezy kolagenu zwigzane z
zahamowaniem aktywnosci prolidazy nie byto zwigzane z obnizeniem ekspresji genéw
kolagenu, gdyz nie zaobserwowatem obnizenia ekspresji mRNA tego biatka w badanych
komdrkach. Sugerowato to regulacje tego procesu na etapie post-transkrypcyjnym.
Zaobserwowano natomiast obnizenie ekspresji biatek zwigzanych ze szlakiem sygnatowym
MAP-kinaz (25). Wyniki tych badan pozwalajg witaczy¢ prolidaze w mechanizm regulacji
metabolizmu biatek i sugeruje wykorzystanie prolidazy jako potencjalnego punktu uchwytu

terapii schorzen przebiegajacych z zaburzeniami metabolizmu kolagenu.
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Wysungtem przypuszczenie, ze prolidaza odgrywa wazng role w procesie zapalenia
(uposledzenie aktywnosci prolidazy skutkuje zaburzeniem gojenia ran), a tlenek azotu
(czynnik bezposrednio zwigzany z procesem zapalnym i angiogenezg), powoduje wzrost
aktywnosci prolidazy poprzez zwiekszenie jej fosforylacji. Skierowato to moje
zainteresowanie na udziat metaloproteinaz (w tym prolidazy) w procesie zapalenia.

Wykazatem, ze w eksperymentalnym modelu procesu zapalnego indukowanym przez
IL-1, dochodzi do pobudzenia degradacji kolagenu przez metaloproteinazy, a czynnikiem
odpowiedzialnym za indukcje tego procesu jest tlenek azotu (31). Inkubacja ludzkich
chondrocytéw z IL-1 spowodowata aktywacje czynnika NF-xB oraz indukcje ekspresji syntazy
tlenku azotu (iNOS). Zwienczeniem badan nad patobiochemia i farmakoterapig proceséw
zapalnych byto wyjasnienie mechanizmu protekcyjnego dziatania kwasu hialuronowego na
zaburzenia metabolizmu kolagenu obserwowane w przebiegu doswiadczalnego zapalenia w
hodowli chondrocytéw. Zastosowanie kwasu hialuronowego hamowato aktywacje NF-«kB i
ekspresje iNOS, a w efekcie przeciwdziatato indukowanej przez IL-1 aktywacji
metaloproteinaz i degradacji kolagenu. Wskazuje to na wazng role tlenku azotu w
mechanizmie protekcyjnego dziatania HA na proces degradacji kolagenu w przebiegu
doswiadczalnego zapalenia w hodowli chondrocytéw ludzkich. Wiedza w tym zakresie moze
przyczyni¢ sie do doskonalenia farmakoterapii zapalenia stawdw poprzez zastosowanie
inhibitorow NF-xB lub iNOS (18, 31).

Ponadto HA w zastosowanym modelu zapalenia powoduje odwrdcenie inhibicyjnego
wptywu IL-1 na receptor IGF-IR oraz zwigzany z tym receptorem szlak MAPK oraz AKT (28).
Uzyskane wyniki wskazujg na ochronng role HA w procesie zaburzenia metabolizmu
kolagenu wywotanym IL-1 w hodowli ludzkich chondrocytéw i fibroblastow.

Dalsze badania nad poszukiwaniem nowych strategii hamowania zaburzen
metabolizmu kolagenu indukowanych przez interleukine 1 oraz opublikowane badania
dotyczgce udziatu obwodowych receptoréw benzodiazepinowych (PBR) w rozwoju
nowotworu, nasunety przypuszczenie o mozliwosci zastosowania ligandéw PBR jako
czynnikdw przeciwdziatajgcych rozwojowi stanu zapalnego oraz degradacji tkanki chrzestne;j.
Zastosowanie Ro-54864 agonisty receptora PBR przeciwdziata hamowaniu biosyntezy
kolagenu oraz DNA w komodrkach poddanych dziataniu IL-1. Mechanizm protekcyjnego
dziatania Ro-54864 na te procesy obejmowat indukcje ekspresji receptora

insulinopodobnego czynnika wzrostowego — | oraz biatek aktywowanych przez ten receptor -
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AKT i biatka mTOR. Nie wptywat natomiast na szlak sygnatowy zalezny od kinaz Ras-Raf-
MAPK (34). Badania te sugeruja, ze zastosowanie agonistow obwodowych receptoréw
benzodiazepinowych moze stanowi¢ nowy kierunek w terapii proceséw zapalnych.

Kolejnym aspektem prowadzonych przeze mnie badan byto poszukiwanie sposobdéw
zwiekszenia skutecznosci eksperymentalnej terapii lekami przeciwnowotworowymi z grupy
srodkéw alkilujgcych. Badaniom poddane zostaty nowe berenilowe pochodne cisplatyny,
ktore wykazywaty wiekszg efektywno$¢ przeciwnowotworowa niz sama cisplatyna. Ich
mechanizm dziatania, oprocz oddziatywania ze specyficznymi obszarami DNA, rozszerza sie
na zaburzenia przekaznictwa sygnatowego w komdrce nowotworowej zwigzanej z kinazami
MAPK (32, 35, 38). Poszukiwanie nowych strategii przeciwnowotworowych obejmowaty
rowniez badania nad skojarzonym dziataniem dezintegryny (echistatyny) z melfalanem,
powszechnie stosowanym lekiem przeciwnowotworowym. RGwnoczesne zastosowanie obu
substancji przyczynia sie do zwiekszenia ich aktywnosci antyproliferacyjnej. Pozwala to na
zmniejszenie terapeutycznej dawki melfalanu i zmniejszenie niepozgdanych efektéw jego
dziatania (29). Badania te zapoczgtkowujg kolejny obszar moich zainteresowan nad strategig
skojarzonego zastosowania inhibitoréw szlakow sygnatowych 2z cytostatykami w

eksperymentalnej terapii raka.
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