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4. Wskazanie osiagnigcia wynikajacego z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U. nr 65, poz.595 ze zm.):

a) (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):
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Karna E., Miltyk W., Patka J.A.: Butyrate-induced collagen biosynthesis
in cultured fibroblasts is independent on alpha2betal integrin signalling
and undergoes through IGF-I receptor cascade.

Mol Cell Biochem. 2006; 286: 147-152.
IF=1,862

Udziat wiasny: wykonanie badan, opracowanie wynikdw, przygotowanie
pismiennictwa, udzial w przygotowaniu pracy do druku.

Karna E., Palka J.A.: Phosphoenolpyruvate-dependent inhibition of
collagen biosynthesis, alpha2betal integrin and IGF-I receptor signaling in
cultured fibroblasts.

Mol Cell Biochem. 2008; 315: 61-67.

IF=1,764
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druku.

Karna E., Miltyk W, Surazynski A, Palka J.A.: Protective effect of
hyaluronic acid on interleukin-1-induced deregulation of betal-integrin
and insulin-like growth factor-I receptor signaling and collagen
biosynthesis in cultured human chondrocytes.

Mol Cell Biochem. 2008; 308: 57-64.

IF=1,764

Udzial wiasny: wspétwykonanie badan, opracowanie wynikéw, przygotowanie
pismiennictwa, udzial w przygotowaniu pracy do druku.

Karna E., Patka J.A.: Mechanism of betulinic acid inhibition of collagen
biosynthesis in human endometrial adenocarcinoma cells.

Neoplasma 2009; 56: 361-366.

IF=1,192
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Udzial wiasny: koncepcja pracy, projektowanie badan, wykonanie badan,
opracowanie wynikow, przygotowanie pi$miennictwa, udzial w przygotowaniu
pracy do druku.

Karna E., Szoka L, Patka J.A.: Betulinic acid inhibits the expression of
hypoxia-inducible factor lalpha and vascular endothelial growth factor in
human endometrial adenocarcinoma cells.

Mol Cell Biochem. 2010; 340: 15-20.
IF=2,168
Udziatl wlasny: koncepcja pracy, projektowanie badan, wspétwykonanie badan,

opracowanie wynikow, przygotowanie pismiennictwa, udzial w przygotowaniu
pracy do druku.

Karna E., Szoka L, Patka J.A.: Captopril-dependent inhibition of collagen
biosynthesis in cultured fibroblasts.

Pharmazie 2010; 65: 1-4.
IF=0,869
Udzial wiasny: koncepcja pracy, projektowanie badan, wspoétwykonanie badan,

opracowanie wynikow, przygotowanie pismiennictwa, udzial w przygotowaniu
pracy do druku.

Karna E., Szoka L., Patka J.: Thrombin-dependent modulation of B1-
integrin-mediated signaling up-regulates prolidase and HIF-1a through p-
FAK in colorectal cancer cells.

Mol Cell Biochem. 2012; 361: 235-41.
IF=2,168
Udzial wilasny: koncepcja pracy, projektowanie badan, wspotwykonanie i

opracowanie wynikow badan, przygotowanie piSmiennictwa, udzial w
przygotowaniu pracy do druku.

Impact factor podano na podstawie danych z 2010 roku; (IF=11,787)



b) omodwienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikéw wraz z

omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Kolagen stanowiagcy 1/3 wszystkich bialek organizmu jest nie tylko
podstawowym biatkiem strukturalnym tkanki facznej. Jako ligand receptorow
integrynowych indukuje szlaki sygnalowe, stanowiace wazny mechanizm regulacji
ekspresji genow, roznicowania oraz wzrostu komorek. Gléwnym receptorem kolagenu
jest integryna onf;. Jej aktywacja po polaczniu z ligandem np. kolagenem
zapoczatkowuje kaskade przekaznictwa sygnatu poprzez kinazg¢ FAK (focal adhesion
kinase), interakcj¢ z kinazami Src, She, nastgpnie z biatkiem adaptorowym Grb-2. Biatko
to (Grb-2) posiada obszary SH2, ktore warunkuja wiazanie z bogatymi w proling
domenami biatka SOS (bedacym biatkiem wymieniajacym nukleotydy guanidynowe), co
powoduje translokacje biatka SOS do blony komdrkowej i polaczenie z biatkiem Ras.
Uaktywnione w ten sposob biatko Ras faczy si¢ z biatkiem Raf, ktére wlacza kaskade
MAPK. Koncowym etapem szlaku sygnalowego zainicjowanego przez pobudzony
receptor integrynowy jest fosforylacja dwoch MAP kinaz ERK1 i ERK2. Zakl6cenie
interakcji pomiedzy kolagenem a receptorem integrynowym prowadzi do zaburzen
metabolicznych w komorce. Z tego wzgledu zaktdcenie biosyntezy kolagenu moze mie¢

wazny wplyw na metabolizm komorki.

Mechanizm zaburzen metabolizmu kolagenu, w przebiegu wielu choréb nie jest
do konca poznany, dlatego poszukiwatam zaréwno induktoréow, jak i inhibitorow
biosyntezy kolagenu. W regulacje tego procesu zaangazowanych jest wiele czynnikéw
endogennych, zwlaszcza ligandy receptorow czynnikow wzrostowych i receptorow

adhezyjnych.

Jednym z czynnikow endogennych jest maslan — produkt fermentacji powstajacy
w jelicie grubym, modulujacy wzrost, réznicowanie oraz przezywalnos¢ komorek
nowotworowych. Jego rola jest szczegdlnie wazna w indukcji apoptozy w komérkach
nowotworowych. Mechanizm apoptozy wywolanej przez ten zwiazek, w komoérkach raka
jelita grubego polega na ostabieniu funkcji receptora o»f; integrynowego, ktéry jest
gléwnym receptorem kolagenu. Wczesniejsze doniesienia wykazaty, ze podjednostka 3,
receptora integrynowego uczestniczy w regulacji biosyntezy kolagenu poprzez regulacj¢

aktywnosci i ekspresji prolidazy.



Prolidaza (E.C. 3.4.13.9) jest cytoplazmatyczna egzopeptydaza powszechnie
wystepujaca w tkankach organizméw zwierzgcych. Enzym ten katalizuje hydrolize
dipeptydow, zawierajacych w pozycji C-koncowej proling lub hydroksyproling.
Substratem tego enzymu sg imidodipeptydy pochodzace z wewnatrzkomdrkowej
degradacji biatek endogennych, zwlaszcza kolagenu i prokolagenu a takze biatek
egzogennych - bialek diety zawierajagcych proling lub  hydroksyproling.
Wewnatrzkomorkowa, cytoplazmatyczna lokalizacja tej egzopetydazy oraz jej niezwykla
specyficzno$¢ substratowa sugeruja, ze moze ona petni¢ wazng regulacyjng funkcje w
metabolizmie bialek zawierajacych proling lub hydroksyproling. Przyjmuje sig, ze
biologiczna rola tego enzymu polega na odzyskaniu L-proliny z imidodipeptydéw do
resyntezy kolagenu. Wrodzony niedobdr prolidazy zaktoca bowiem metabolizm tkanki
tacznej, zwlaszcza podstawowego jej skfadnika - kolagenu. Biosyntez¢ kolagenu pobudza
rowniez insulino podobny czynnik wzrostowy (IGF-I) za posrednictwem receptora IGF-I.
Wysungtam hipoteze, ze maslan indukuje obnizenie funkcji receptora integrynowego 3
przyczyniajac si¢ do zaburzen biosyntezy kolagenu poprzez mechanizm hamowania
aktywnosci oraz ekspresji prolidazy. Jednakze wykazatam, iz w fibroblastach, maslan
pobudza biosynteze kolagenu i aktywno$¢ prolidazy, niezaleznie od sygnatu
indukowanego przez receptor a,f; integrynowy. Mechanizm jego dziatania zachodzi
poprzez szlak sygnatowy generowany przez receptor IGF-1. Podwyzszonej ekspresji IGF-
IR towarzyszy wzrost ekspresji bialek Sos oraz MAP-kinaz. Uzyskane wyniki wyjasniaja
mechanizm dziatania maslanu na biosyntez¢ kolagenu w fibroblastach. Wiedza w tym
zakresie moze przyczyni¢ si¢ do zastosowania nowych strategii w farmakoterapii

schorzen ktoérym towarzyszy uposledzenie biosyntezy kolagenu [I].

Inhibitorem prolidazy ..in vitro” jest fosfoenolopirogronian. Powstaje on w
organizmie w procesie glukoneogenezy. Produktem glikolizy jest pirogronian, ktéry
najpierw ulega przemianie do szczawiooctanu pod wplywem karboksylazy
pirogronianowej, a nastgpnie do fosfoenolopirogronianu (PEP) pod wplywem
karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej. W przebiegu proceséw katabolicznych np.
podczas glodzenia, nastegpuje stymulacja aktywnosci karboksykinazy
fosfoenolopirogronianowej, a pod wplywem stymulacji anabolicznej, np. insuling w
wielu komorkach nastgpuje zahamowanie aktywnosci tego enzymu. PEP ulega

przeksztalceniu w pirogronian pod wptywem kinazy pirogronianowej (PK), z



utworzeniem czasteczki ATP. Jest to reakcja nieodwracalna. PK jest silnie hamowana
przez nieorganiczne fosforany, ktére zuzywane sa do syntezy ATP, obnizonej w
procesach glodzenia. Stezenie PEP rosnie wigc w tkankach zwierzat glodzonych, w tym
rowniez w skorze, wykazujacej obnizona aktywnos$¢ prolidazy, a procesowi temu
towarzyszy obnizona biosynteza kolagenu. Obnizona aktywno$¢ PK spowalnia
przemiang PEP do pirogronianu, co skutkuje kumulacja PEP w komorkach
syntetyzujagcych ~ kolagen.  Podwyzszone  stgzenie PEP  moze  hamowaé
wewnatrzkomdrkowa aktywnos$¢ prolidazy. Podjetam probe wyjasnienia mechanizmu

tego zjawiska.

W toku przeprowadzonych badan wykazatlam, ze PEP hamuje biosynteze
kolagenu w fibroblastach. Mechanizm tego dzialania polega na obnizeniu ekspresji
receptora integrynowego a3, (receptora kolagenu typu I) oraz receptora IGF-I1 i w
nastgpstwie obnizeniu aktywnosci prolidazy [II]. Znaczenie zaleznej od PEP regulacji
aktywnosci prolidazy moze by¢ niezwykle wazne nie tylko w regulacji biosyntezy
kolagenu, ale rowniez w funkcjonowaniu OUN. W wielu przypadkach, wrodzonemu
niedoborowi prolidazy towarzyszy rowniez uposledzenie umystowe. Moze ono wynikaé
z obnizenia stezenia L-proliny w OUN. Wiadomo bowiem, ze L-prolina odgrywa wazng
role w pobudzaniu neuronéw glutaminergicznych. Prawdopodobnie w procesie tym
najwigksza role mogtaby odgrywac prolidaza erytrocytow. Wiadomo, ze imidodipeptydy
(np: glicylo-L-prolina) wykazuja zdolno$¢ do penetracji erytrocytéw, gdzie pod
wplywem prolidazy ulegaja degradacji do wolnych aminokwaséw. Z uwagi na fakt, ze
erytrocyty nie zuzytkowuja aminokwaséw do wilasnych proceséw zyciowych, mozna
przypuszczaé, ze przy wspétudziale prolidazy biorg one czynny udzial w sekrecji
aminokwasow, pochodzacych z hydrolizy imidodipeptydéw. Niedobor prolidazy obniza
stezenie L-proliny w krazeniu, co moze zakloca¢ wyzej wspomniang funkcje neuroné6w
glutaminergicznych. Istnieja doniesienia sugerujace, ze zahamowanie aktywnosci kinazy
pirogronianowej mozgu, Kkatalizujacej przeksztalcenie fosfoenolopirogronianu w
pirogronian, obserwowane w mozgu pacjentow z fenyloketonurig moze by¢ powiazane z
obnizonym metabolizmem glukozy. Moze to by¢ jeden z mechanizméw wyjasniajacych
zaburzenia neurologiczne wystepujace u tych pacjentéw. Aktualnie, mechanizm tego

zjawiska stanowi przedmiot moich dalszych planéw badawczych.



Zaburzenia metabolizmu kolagenu maja miejsce rowniez w przebiegu zapalenia, a
jednym z czynnikow prozapalnych jest interleukina-1 (IL-1), wazna w patogenezie
zapalenia stawow. Traktowanie chondrocytéw IL-1fB stanowi model doswiadczalnego
zapalenia. 1L-1 pobudza degradacj¢ skiadnikow chrzastki, hamujac syntezg¢ kolagenu i
stymulujac aktywnos$¢ metaloproteinaz w chondrocytach. Jej rola w destrukcji stawéw
jest dobrze opisana. Pomimo opracowania wielu farmakologicznych procedur leczenia tej
choroby, zadna nie jest do konca skuteczna w regeneracji chrzastki.

Czynnikiem endogennym, ktorego zawartos¢ ulega obnizeniu w procesie starzenia
wielu tkanek i narzadow jest kwas hialuronowy (HA). Udowodniono klinicznie, ze
dostawowe podawanie HA lagodzi objawy reumatoidalnego zapalenia stawow.
Wiadomo, ze HA odgrywa wazna role w ,smarowaniu stawdéw” i zapobiega ich
degradacji, moze takze wplywaé¢ na metabolizm chondrocytow poprzez przekaznictwo
sygnatowe biegnace od receptoréw HA, takich jak CD44 i RHAMM. Pomimo, ze HA od
ponad 30 lat jest stosowany w farmakoterapii zapalenia stawdw, mechanizm jego
protekcyjnego dzialania w zaburzeniach metabolizmu kolagenu, wywolanych przez
zapalenie nie jest znany. Z tego wzgledu kolejne badania poswigcitam ocenie
mechanizmu protekcyjnego dziatania HA na zaburzenia metabolizmu kolagenu w
hodowli chondrocytéw poddanych dziataniu IL-1B. Zaburzenia metabolizmu kolagenu
wywolane tg interleuking oceniano poprzez pomiar biosyntezy kolagenu oraz aktywnos¢
enzyméw degradujacych kolagen (MMP-2 i MMP-9, prolidaza). Badaniami obj¢to
rowniez ekspresje receptorow HA (CD44 i RHAMM), receptora IGF-I i receptora p1-
integrynowego a takze ekspresj¢ biatek szlakow sygnatowych indukowanych przez te
receptory (FAK. Grb2, Sos, ERKI/ERK2, Akt, p38 MAP, NF-«B). W toku
przeprowadzonych badan wykazatam, ze IL-1P silnie hamuje biosyntez¢ kolagenu w
chondrocytach, a kwas hialuronowy (HA) znosi hamujacy wptyw IL-1B na ten proces.
Stwierdzono, ze mechanizm tego zjawiska ma miejsce na poziomach transkrypcyjnym i
potranskrypcyjnym. Wykazano, ze IL-1p uposledza biosyntez¢ kolagenu poprzez
hamowanie ekspresji mRNA podjednostek kolagenu typu Il [praca 19] oraz pobudza
degradacje kolagenu poprzez indukcje¢ aktywnosci MMP-2 i MMP-9 [I1I]. Mechanizm
tego procesu obejmuje indukcje ekspresji receptora Bl-integrynowego, kinazy FAK i
czynnika transkrypcyjnego NF-«B oraz hamowanie ekspresji receptora IGF-I i
fosforylacji biatek Akt i p38MAP [I1I]. Wszystkie zaklocenia opisanych proceséw ulegty
normalizacji pod wptywem HA [prace 16, IIl]. Przedstawione badania wykazaly, ze
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protekcyjne dziatanie HA na zaburzenia metabolizmu kolagenu chondrocytow w
przebiegu doswiadczalnego zapalenia zachodzi na poziomie szlakéw sygnatowych
transmitowanych przez receptor IGF-1 i receptor Pl-integrynowy [prace 16, III].
Przeprowadzone badania sugeruja, ze niektére biatka szlaku integrynowego (np. NF-xB)
moga stanowi¢ punkt uchwytu nowoczesnych strategii zapobiegania destrukcji chrzastki
w przebiegu zapalenia [I11].

Terapii wieloma lekami towarzysza zaburzenia dermatologiczne, prawdopodobnie
zwiazane z zaburzeniem metabolizmu kolagenu i procesu angiogenezy. Jednym z tych
lekéw jest kaptopril. Budowa tego leku jest podobna do dipeptydéw zawierajacych L-
proling w pozycji C-koficowej. Dipeptydy o takiej budowie sa substratami prolidazy
odgrywajacej wazng role w odzyskiwaniu proliny do biosyntezy kolagenu. Zaburzenia
aktywnosci tego enzymu utrudniaja wige odzyskiwanie proliny z produktéw degradacji
kolagenu.

Wykazatam, ze aktywnos¢ prolidazy w fibroblastach skoéry ludzkiej jest
hamowana przez kaptopril. Prolidaza peni jednoczesnie funkcje¢ enzymu katabolicznego,
(zaangazowanego w degradacje imidodipeptydéw pochodzacych z rozpadu kolagenu)
oraz enzymu anabolicznego (odgrywajacego wazna role w reutylizacji proliny do procesu
biosyntezy kolagenu i wzrostu komorek). Dzialanie tego enzymu zapewnia zatem
rownowage pomigdzy procesami katabolicznymi i anabolicznymi.

Wrodzony niedobdr prolidazy zakioca metabolizm tkanki tacznej, zwlaszcza
podstawowego jej skladnika - kolagenu. Objawem klinicznym tego schorzenia jest
miedzy innymi owrzodzenie podudzi. Patogeneza zmian skornych we wrodzonym
niedoborze prolidazy nie jest znana. Przypuszcza sig, ze u jej podstaw lezy zaburzenie
regulacji biosyntezy i degradacji kolagenu, w ktorym to procesie olbrzymiag role
odgrywaja imidodipeptydy, zwlaszcza glicylo-L-prolina.

Wykazatam, ze mechanizm dziatania kaptoprilu polega na obnizeniu ekspresji
integryny o,B; (receptora kolagenu typu I) oraz receptora IGF-1. Szlaki sygnalowe
generowane przez podjednostke integrynowa f3; oraz receptor IGF-I stymulujg aktywnos¢
prolidazy, wiec obnizenie ich ekspresji wplywa obnizajaco na aktywnos¢ tego enzymu
oraz biosynteze kolagenu [praca VI].

Jedng z konsekwencji transformacji nowotworowej komorek sa zaburzenia
biosyntezy niektorych bialek macierzy pozakomorkowej, glownie fibronektyny i
kolagenu typu I. Wiadomo, ze interakcje pomigdzy komorkami i biatkami macierzy
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pozakomorkowej, (np. kolagenem), moga regulowa¢ nie tylko ekspresje genéw i
roznicowanie, ale réwniez odgrywa¢ wazna rolg w inwazyjnosci i wzroscie guza.
Interakcje te zachodza za posrednictwem integryn uczestniczacych w migracji,
proliferacji, progresji i przezyciu komérek nowotworowych. onf3; integryna odgrywa
wazng role w procesie migracji komorek i przerzutow nowotworowych. Aktywacja tego
glownego receptora kolagenu zapoczatkowuje kaskade przekaznictwa sygnatu, ktérego
koncowym etapem jest fosforylacja dwoch MAP kinaz ERKI i ERK2, i aktywacja
niektérych czynnikéw transkrypcyjnych. Szlaki sygnalowe aktywowane przez
pobudzony receptor IGF-1 odgrywaja rowniez wazna role w karcionogenezie i progresji
NOWOtWOrow.

Wspolng cechg wigkszosci komorek nowotworowych jest ich zwigkszona
zdolno$¢ do biosyntezy i sekrecji proteaz. Zjawisko to ulatwia komdrkom
nowotworowym penetracj¢ blon podstawnych i macierzy pozakomérkowej (ECM). Z
tego wzgledu progresja nowotworu zalezy od degradacji glownego ich skfadnika,
kolagenu, a takze innych bialek ECM. Jakkolowiek degradacj¢ kolagenu zapoczatkowuja
kolagenazy tkankowe, to koncowy etap tego procesu katalizuje prolidaza. Z powyzszego
wzgledu podjeto badania dotyczace roli prolidazy w patogenezie zaburzen
metabolicznych w komoérkach nowotworowych.

Wysoka cytotoksycznos¢ wzgledem wielu typéw komorek nowotworowych
wykazuje naturalny triterpen - kwas betulinowy (KB). Wywoluje on apoptozg ludzkich
komérek nowotworowych, wywodzacych si¢ z réznych tkanek: pluc, jajnika, szyjki
macicy, prostaty, szyi i glowy. Indukcja apoptozy odbywa si¢ niezaleznie od udziatu
genu 53 oraz receptora CD95 w tym procesie. Wiadomo, ze KB zaburza metabolizm
energetyczny, pobudza powstawanie wolnych rodnikéw, hamuje topoizomeraz¢ I,
aktywuje kaskade MAP kinaz i moduluje czynniki transkrypcyjne.

Szczegblne zainteresowanie budzi zdolnos¢ KB do hamowania procesu
angiogenezy. Mechanizm jego dziatania w tym zakresie byl jednak opisany tylko w
odniesieniu do raka prostaty, gdzie zwiazek ten obniza ekspresj¢ czynnika wzrostu
komdrek srodbtonka (VEGF). Wiadomo réwniez, ze kwas betulinowy hamuje in vitro
aktywno$¢ N-aminopeptydazy, odgrywajacej wazna role w angiogenezie.

Wykazatam, ze kwas betulinowy posiada potencjalne  wiasciwosci
przeciwnowotworowe rowniez w stosunku do komérek raka endometrium linii Ishikawa.
Zwiazek ten okazal si¢ efektywnie dzialajacym inhibitorem podziatow komérkowych, a
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takze biosyntezy kolagenu oraz ekspresji prolidazy, receptora integrynowego as,
receptora IGF-I a takze bialek zaangazowanych w przekaznictwo sygnatu (FAK, Grb2,
SOS, ERKI, ERK2). Kwas betulinowy stymulowal natomiast ekspresj¢ czynnika
jadrowego NF-kB. W s$wietle przeprowadzonych badan, stwierdzitam, ze hamowanie
biosyntezy kolagenu jest nastgpstwem zaburzen przekaznictwa sygnalu indukowanego
przez receptor IGF-I. Wykazalam, ze towarzyszy temu procesowi stymulacja NF-kB —
potencjalnego inhibitora ekspresji genéw kolagenu, a takze obnizenie ekspresji
podjednostki o, receptora integrynowego [praca 26]. Przeprowadzone badania sugeruja,
ze kwas betulinowy wplywa na kaskad¢ przekaznictwa sygnatu bialek zaangazowanych
W proces nowotworowy, co stwarza nadziej¢ na zastosowanie jego pochodnych w
farmakoterapii schorzenn u podloza ktorych lezy patologiczny rozrost komorek
endometrium (IV).

Omawiany szlak sygnatowy indukowany przez receptor (3, integrynowy jest
odpowiedzialny za aktywnos$¢ prolidazy, ktéra moze odgrywa¢ wazna role w procesie
angiogenezy. Wiadomo bowiem, ze genetycznie uwarunkowanemu niedoborowi
prolidazy towarzyszy uposledzenie gojenia ran w nastepstwie angiopatii.

Proces angiogenezy indukowany jest przez jeden z czynnikéw transkrypcyjnych,
HIF-1 (hypoxia-inducible factor). Pobudza on ekspresj¢ genu kodujacego VEGF
(vascular endothelial growth factor), ktérego ekspresja koreluje z procesem angiogenezy i
przynajmniej w przypadku niektorych nowotworéw (np. rak zoladka) stanowi czynnik
prognostyczny.

Wykazatam, ze kwas betulinowy hamujac HIF-1a moze obnizaé ekspresj¢ biatek
zaangazowanych w progresj¢ nowotworu. Zwigzek ten wywiera wlasciwosci
przeciwnowotworowe poprzez hamowanie biosyntezy kolagenu oraz ekspresji prolidazy,
podjednostek integrynowych «; i a», poprzez ktdére kolagen wiaze si¢ ze swoimi
gléwnymi receptorami: integrynami a3, i a23;. Dane literaturowe wskazuja, ze ekspresja
wspomnianych integryn pobudzana przez VEGF, koreluje z procesem angiogenezy,
poniewaz zablokowanie ich przeciwciatami hamuje proces angiogenezy in vivo.

W $wietle moich badan kwas betulinowy okazal si¢ efektywnie dziatajgcym
inhibitorem ekspresji HIF-1 i VEGF w badanych komdrkach i moze by¢ rozwazany jako
potencjalny antyangiogenny czynnik terapeutyczny w niekontrolowanym rozroscie

komorek endometrialnych i raku endometrium [V].
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Bezposrednim biatkiem aktywowanym przez pobudzony receptor 3, integrynowy
jest FAK, niereceptorowa kinaza bialkowa o aktywnosci kinazy tyrozynowej. W
nastgpstwie pobudzenia receptora integrynowego kinaza FAK ulega fosforylacji.
Odgrywa ona wazna role w przekazywaniu sygnalu w komorce i modulacji takich
proceséw jak wzrost, roznicowanie, migracja, przezycie, zapalenie i nowotworzenie. Jej
ekspresja ulega zmianie w zaawansowanych stadiach wielu nowotworéw oraz koreluje ze
zdolnoscia komdrek nowotworowych do rozprzestrzeniania si¢ i progresji nowotworu do
fenotypu ztosliwego. Zahamowanie sygnalu indukowanego przez FAK powoduje

uposledzenie produkcji czynnikéw pobudzajacych angiogenezg i inwazyjnosé [VII].

W kolejnych badaniach ocenitam rol¢ modulatoréw receptora f3; integrynowego
(echistatyny i trombiny) w regulacji ekspresji prolidazy, p-FAK i HIF-1a w komoérkach
raka okreznicy. Wykazalam, ze trombina przyczynia si¢ do obnizenia ekspresji prolidazy
i jednoczesnego nasilenia jej fosforylacji, pozwalajac na utrzymanie wysokiej aktywnosci
tego enzymu. Zjawisku temu towarzyszylo przywrocenie przez trombing, uposledzonej
przez inhibitor FAK (1,2,4,5-tetrahydrochlorek benzeno-tetraminy) autofosforylacji FAK
(pY397). Jakkolwiek ekspresja receptora integrynowego a»f; nie ulegla zmianie pod
wplywem trombiny, to jednak sygnal indukowany przez ten receptor (pod wplywem
trombiny) przyczynil si¢ do wzrostu ekspresji jadrowego HIF-1a oraz MAPK, ERK i
ERK, [VII]. Przedstawione badania sugeruja, ze szlak sygnalowy indukowany przez
receptor integrynowy axf; jest nasilony w komorkach raka okreznicy i moze stanowié
punkt uchwytu potencjalnej terapii przeciwnowotworowej. Moze ona obejmowaé
blokowanie receptora integrynowego f;, hamowanie autofosforylacji FAK, hamowanie

aktywnosci prolidazy badz bezposrednie hamowanie aktywacji HIF-1a [VII].

Bioragc pod uwage zlozono$¢ procesow biochemicznych w ktorych bierze udziat
prolidaza, celem mojej pracy naukowej byla ocena jej udzialu w eksperymentalnych
zaburzeniach metabolicznych komoérek, w ktorych dotychczas rola tego enzymu nie byta
uwzgledniana. W przedstawionym powyzej cyklu prac dokonano oceny roli prolidazy w
regulacji metabolizmu kolagenu oraz oceniono wptyw czynnikéw farmakologicznych na
aktywnos¢ tego enzymu i metabolizm kolagenu, a takze oceniono nieopisang dotychczas
role prolidazy w mechanizmie zaburzen metabolicznych w przebiegu procesu

nowotworowego.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnig¢ naukowo — badawczych.

Méj dorobek naukowy stanowia 33 prace oryginalne, 1 praca pogladowa (IF-
39,775, MNiISW-379, liczba cytowan-182, indeks Hirscha-9), 2 skrypty i 21 streszczen
naukowych. Pelnitam funkcj¢ recenzenta czasopisma The American Journal of the
Medical Sciences — IF 1,257.

W mojej dotychczasowej dzialalnosci naukowej moge wyrézni¢ nastepujace

kierunki badan:

A. Badania dotyczace endogennej (hormonalnej) regulacji metabolizmu kolagenu ze
szczegblnym uwzglednieniem roli prolidazy:
-opublikowane prace oryginalne: nr prac 2, 3, 6, 7, 10, 20, 24, 25, 27
-komunikaty zjazdowe: nr 4, 6, 9, 10, 13, 14, 15

B. Badania dotyczace wplywu czynnikow farmakologicznych na aktywnosé
prolidazy i metabolizm kolagenu:
-opublikowane prace oryginalne: nr prac 1, 9, 13, 16, 17, 18, 19, 22, 23, 29, 31

-komunikaty zjazdowe: nr 8, 11, 18

C. Badania dotyczace roli prolidazy w patogenezie choréb, a w szczegdlnosci w
przebiegu procesu nowotworowego:
-opublikowane prace oryginalne: nr prac 4, 5, 8, 11, 12, 14, 15, 26, 28, 32
-komunikaty zjazdowe: nr 5, 7, 16, 19, 20

D. Inne:

-opublikowane prace oryginalne: nr prac 21, 30, 33

-komunikaty zjazdowe: nr 1, 2, 3, 12, 17
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Ad. A

Wewnatrzkomérkowa, cytoplazmatyczna lokalizacja Prolidazy (E.C. 3.4.13.9)
oraz jej niezwykla specyficzno$¢ substratowa sugeruja, ze moze ona pehni¢ wazng
regulacyjna funkcje w metabolizmie bialek zawierajacych proling lub hydroksyproline.
Przyjmuje si¢, ze biologiczna rola tego enzymu polega na odzyskaniu L-proliny z
imidodipeptydéw do resyntezy kolagenu. Wrodzony niedobér prolidazy zakloca bowiem

metabolizm tkanki tacznej, zwlaszcza podstawowego jej skladnika - kolagenu.

Nasunefo to przypuszczenie, ze regulacja aktywnosci prolidazy moze stanowi¢ wazny

mechanizm regulacji metabolizmu kolagenu.

W zwiazku z powyzszym podjeto probg oceny wptywu czynnikéw endogennych
(hormonalnych) oraz mechanizméw ich dzialania na aktywnos¢ prolidazy. Stwierdzono,
ze w przebiegu doswiadczalnego starzenia fibroblastow skéry ludzkiej w warunkach in
vitro, obnizonej aktywnosci prolidazy towarzyszylo obnizenie zawartosci kolagenu,
zwigzane ze zmniejszong liczbg komorek i uposledzona ich zdolnoscia do biosyntezy
kolagenu. Przedstawilam dowody, Ze obnizenie podziatéw komérkowych i zawartosci
kolagenu w skérze w przebiegu starzenia jest wynikiem uposledzenia aktywnosci i
ekspresji prolidazy [komunikat 4; prace 2,24]. Wykazalam ponadto, Ze aktywnosé
prolidazy w fibroblastach moze odzwierciedla¢ ich zdolnosci chemotaktyczne i
wysunglam sugesti¢, iz mechanizm migracji tych komérek zwiazany jest z transportem
enzym6w lizosomalnych, prawdopodobnie za posrednictwem receptora IGF-I11/mannozo-
6-fosforanu [praca 3]. Wykazano, ze wsrod czynnikéw regulujacych aktywnosé prolidazy
w hodowlach fibroblastéw skory ludzkiej wazna rol¢ odgrywaja telopeptydy - produkty
degradacji kolagenu typu I. Prawdopodobnie regulacja tego procesu ma miejsce na
etapach potranslacyjnych [komunikat 6; praca 6]. Wykazano ponadto, Ze insulino
podobny czynnik wzrostowy I (IGF-I), induktor biosyntezy kolagenu pobudza aktywnos¢
prolidazy w fibroblastach skory ludzkiej [7]. Waznym stymulatorem biosyntezy kolagenu
Jest rowniez glutamina. Wyjasniono, iz mechanizm jej wplywu na ten proces odbywa si¢

za posrednictwem kwasu pirolino-5-karboksylowego (P5C) [komunikat 9; praca 10].

14



Kolejny cykl prac dotyczy oceny mechanizméw dziatania czynnikow
farmakologicznych na aktywno$¢ prolidazy i metabolizm kolagenu. W toku tych badan
wykazano, ze niesteroidowe leki przeciwzapalne zaburzaja metabolizm kolagenu poprzez
hamowanie aktywnosci prolidazy w komdrkach syntetyzujacych kolagen [praca 1].
Przedstawiono prawdopodobny mechanizm hamujacego dziatania doxycykliny na proces
biosyntezy kolagenu, polegajacy na obnizeniu aktywnosci prolidazy na etapie
potranslacyjnej modyfikacji tego enzymu [komunikat 8; praca 9].

Wykazano, ze melanina nasila inhibitorowy wplyw gentamycyny oraz
kanamycyny na biosyntez¢ kolagenu oraz DNA w fibroblastach, czym tlumaczy¢ mozna
wzrost toksycznosci tych lekow w tkankach bogatych w melaning [komunikat 11; prace
13,18]. Wykazano, réwniez, ze melanina przeciwdziala inhibitorowemu dziataniu
puromycyny na metabolizm kolagenu w fibroblastach. Skojarzone uzycie puromycyny i
melaniny powoduje przywrdcenie komérkom zdolnoscei do biosyntezy kolagenu i DNA,
catkowite przywrocenie prawidlowej ekspresji IGF-IR oraz czgsciowe przywrocenie
ekspresji MAP-kinaz [praca 17]. Badania te wyjasniaja mechanizm zaleznosci pomiedzy
toksycznoscia lekow a ich zdolnosciag do tworzenia kompleksow z melanina. Niezalezne
badania z tego zakresu prowadzone w innych osrodkach naukowych wykazaty, ze
mechanizm tych zjawisk uzalezniony jest od statych wiazania lek-melanina oraz okresu
poéttrwania tych kompleksow.

Badania prowadzone nad hamujacym wplywem kamptotecyny na biosynteze
kolagenu wykazaly, ze u podloza tego procesu lezy stymulacja szlaku sygnatowego,
zaleznego od NF-xB. Obserwowano bowiem w jego przebiegu wzrost aktywnosci
prolidazy oraz wzrost ekspresji receptora f1-integrynowego, ktory aktywuje NF-xB oraz
pobudza aktywnos$¢ prolidazy. Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja, ze
kamptotecyna moze by¢ rozwazana jako potencjalny lek przeciwdziatajacy zwioknieniu
narzadow [praca 22]. Podobny mechanizm obserwowano w przypadku hamujacego
wplywu skutelaryny na biosynteze kolagenu [komunikat 18; praca 31]. Ten flawonoid

jest sktadnikiem badanych obecnie prolekow przeciwzawatowych.
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Poczatkowe badania dotyczyly nowotworéw piuc. Wiadomo, ze metabolizm
kolagenu w nowotworach pluc jest zmieniony. Nasunglo to przypuszczenie, ze
aktywnos$¢ prolidazy - enzymu warunkujacego intensywno$¢ obrotu kolagenu, moze
odzwierciedla¢ zaburzenia metabolizmu kolagenu zachodzace w tkance nowotworowe;j.
Z powyzszego wzgledu zbadano aktywnos¢ prolidazy w gruczolakorakach pluca
ludzkiego, o rdéznym stopniu zréznicowania histologicznego. Stwierdzono, ze
gruczolakoraki ptuca ludzkiego wykazuja wyzsza aktywnos¢ prolidazy w stosunku do
tkanki zdrowej. Zachodzi korelacja pomigdzy aktywnoscig prolidazy i stopniem
zréznicowania histologicznego komoérek guza. Im nizszy stopien zréznicowania komorek
tym wyzsza aktywno$¢ prolidazy. Aktywnos$¢ tego enzymu, jak réwniez prolinazy,
katalizujacej hydroliz¢ dipeptydéw zawierajacych proling w pozycji N-koncowej, moze
wigc odzwierciedla¢ stopien histologicznego zr6znicowania gruczolakoraka. Ponadto w
gruczolakorakach o niskim stopniu zréznicowania histologicznego wzrostowi aktywnosci
prolidazy towarzyszy wyzsza zawartos¢ kolagenu oraz obnizenie zawartosci produktow
degradacji kolagenu w stosunku do gruczolakorakéw bardziej zroznicowanych [praca 5].
Wykazano réwniez, ze wysoka aktywnos$¢ prolidazy w gruczolakorakach o niskim
stopniu zréznicowania jest prawdopodobnie nastgpstwem wzmozonej interakcji kolagenu
z receptorem integrynowym [3; komérek guza. Tkanka ta wykazuje bowiem zwigkszona
zawarto$¢ obydwu  skladnikow (kolagenu i receptoréw integrynowych [3))
uczestniczacych w generowaniu sygnatu pobudzajgcego aktywnos$¢ prolidazy [komunikat
5; praca 4]. Stwierdzono, ze aktywnos$¢ zelatynolityczna w tkance gruczolakoraka o
niskim stopniu zr6znicowania histologicznego byla podobna do tkanki prawidlowej
pluca. Ponadto gruczolakoraki o niskim stopniu zr6znicowania histologicznego wykazuja
obnizenie aktywnosci kolagenolitycznej w stosunku do gruczolakorakéw bardziej
zréznicowanych, gdzie obserwowano podwyzszong aktywnos$¢ metaloproteinaz MMP-2
oraz MMP-9. Kwas acetylosalicylowy zahamowal aktywnos¢ zelatynolityczng zaréwno
w tkance zdrowej jak i nowotworowej pluca, szczegélnie aktywne formy zelatynaz
MMP-2 oraz MMP-9. Z badan tych wynika, ze gruczolakoraki bardziej zréznicowane,
cechujace si¢ zwigkszong ekspresiag MMP-2 oraz MMP-9 reprezentuja bardziej
inwazyjny fenotyp niz gruczolakoraki o niskim stopniu zréznicowania histologicznego i
moga by¢ poddawane terapii inhibitorami metaloproteinaz.
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Kwas acetylosalicylowy moze by¢ rozwazany jako czynnik terapeutyczny
zapobiegajgcy powstawaniu i rozwojowi gruczolakoraka ptuca [komunikat 7, praca 11].
Badane przeze mnie niesteroidowe leki p/zapalne (kwas acetylosalicylowy,
indometacyna, fenylobutazon) réwniez znaczaco hamowatly aktywnos$é prolidazy w
gruczolakoraku pluca ludzkiego [praca 15].

Kolejne badania prowadzono nad plaskonablonkowym rakiem phuca, w tkance
ktérego obserwowano réwniez wyzsza zawarto$¢ kolagenu, wolnej proliny oraz
podwyzszenie aktywnosci kolagenolitycznej. Procesom tym towarzyszyl wzrost
aktywnosci i ekspresji prolidazy. Z badan tych wynika, ze prolidaza odzwierciedla
zaburzenia metabolizmu kolagenu takze w plaskonablonkowym raku pluca i moze by¢
niespecyficznym markerem tej choroby [praca 8].

Podobng sytuacj¢ obserwowano w chorobach trzustki. W zmienionej zapalnie
tkance trzustki stwierdzono wyzsza zawartos¢ kolagenu, podwyzszong aktywnosé
kolagenolityczng oraz ekspresj¢ podjednostki integrynowej B, jednakze zmianom tym
towarzyszyta obnizona aktywnos¢ i ekspresja prolidazy, w poréwnaniu do tkanki
zdrowej. W raku trzustki stwierdzono natomiast znaczacy wzrost aktywnosci
kolagenolitycznej i znaczne obnizenie aktywnosci prolidazy oraz jej ekspresji.
Stwierdzono, ze aktywnos$¢ prolidazy moze by¢ czynnikiem réznicujacym zapalenie i
raka trzustki [praca 14]. Zaburzenia metabolizmu kolagenu w chorobach trzustki
zwigzane sa ze wzrostem aktywnosci metabolicznej insulino-podobnego czynnika
wzrostowego-I (IGF-I). Wykazano podwyzszony poziom IGF-1 oraz jego bialek
wiagzacych: IGFBP-3 i IGFBP-1 w surowicy krwi, co rdwniez moze stuzyé diagnostyce

raka trzustki [komunikat10; praca 12].

Kolejny kierunek badan obejmowaly prace, ktore powstaly w wickszosci w
ramach wspotpracy naukowej prowadzonej z innymi jednostkami badawczymi.

Badajac aktywnos$¢ ligandéw obwodowych receptoréw beznzodiazepinowych w
makrofagach i estrogeno - niezaleznych komérkach raka piersi wykazano, ze hamujac
biosyntezg¢ DNA, dziataja one antymitotycznie a receptory te mogg by¢ rozwazane jako

punkt uchwytu w terapii przeciwzapalnej i raka sutka [praca 21].
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Kolejne badania dotyczyly oceny aktywnosci antyproliferacyjnej olejkow
eterycznych z ziela i korzeni przymiotna ostrego (Erigeron acris) oraz z ziela przymiotna
bialego (Erigeron annuus). Aktywno$¢ antyproliferacyjng badano wobec linii
komorkowych raka sutka (MCF-7 i MDA-MBA-231), raka endometrium (Ishikawa) i
raka okreznicy (DLD-1) oraz komoérek kontrolnych, fibroblastéw. Badania te wykazaty
aktywno$¢ antyproliferacyjna badanych olejkow eterycznych. Najwyzsza aktywnos¢
antyproliferacyjng wykazywal olejek z korzeni E. acris wobec komérek MCF-7
(ICso=14.5 pg/mL). Przy tym stezeniu nie zaobserwowano dziatania toksycznego na
komorki zdrowe. Dla pozostatych linii komorkowych wartosé ta wyniosta ponad 50
ug/mL. Nie stwierdzono dziatania antyproliferacyjnego olejku z ziela E. acris. Na tej
podstawie mozna przypuszczaé, ze za dziatanie antyproliferacyjne odpowiedzialne sa
zwiazki poliacetylenowe, ktére dominuja w korzeniach [komunikat 48, praca 30].

Prowadzilam réwniez badania aktywnosci antyproliferacyjnej olejkéw eterycznych z
korzeni ostrozenia btotnego (Cirsium palustre) i ostrozenia takowego (C. rivulare).
Aktywno$¢ antyproliferacyjna badano wobec linii komérkowych raka sutka (MCF-7 i
MDA-MBA-231) oraz komérek kontrolnych, fibroblastow. Badane olejki eteryczne
wykazaly umiarkowang (niewielkg) aktywno$¢ antyproliferacyjna wobec wymienionych
linii komoérkowych (ICso=110-140 pg/mL). Przy tym stezeniu nie zaobserwowano

dziatania toksycznego na komérki prawidtowe [praca 33].

Nagrody otrzymane za dzialalno$¢ naukowsy

1. Ministra Zdrowia
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dotyczacych metabolizmu kolagenu,
2. Rektora Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

a/ zespolowe nagrody I stopnia Rektora AMB za osiggniecia naukowe w latach
akademickich 1994/95, 1997/98, 1998/99, 2002/2003, 2006/2007, 2008/2009,
2009/2010 oraz 11 stopnia za osiagnigcia naukowe w latach akademickich 2000/2001,
2007/2008 oraz IlI stopnia za osiagni¢cia naukowe w roku akademickim 2005/2006

oraz 2010/2011.
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