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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.)

Gtowny nurt mojej dziatalnosci naukowej dotyczy poszukiwania molekularnych
mechanizméw zaburzen regulacji metabolizmu komdrkowego w przebiegu réznych choréb,
identyfikacji punktéw uchwytu potencjalnej farmakoterapii oraz oceny molekularnych
mechanizméw dziatania lekéw. Jestem wspodtautorem 92 prac w tym: 42 prac
doswiadczalnych o tgcznym wspétczynniku wptywu (IF) 62,699 i punktacji wg MNiSW
wynoszacej 623, dwdch skryptéow do ¢wiczen z analizy lekow, 5 prac poglgdowych oraz 43
streszczen zjazdowych. Wedtug bazy Web of Science moje prace byty cytowane w literaturze
208 razy, wskaznik Hirscha wynosi 9 (dane na dzien 25.02.2012).

Z mojego dorobku naukowego wyodrebnitem siedem prac zawierajgcych wyniki
badan nad molekularnymi mechanizmami zaburzern metabolicznych w patologicznych liniach
komérkowych oraz potencjalnymi punktami uchwytu nowych strategii farmakologicznych:

1. Miltyk W., Surazynski A., Grabowska J., Patka J.A. Prolidase dependent inhibition of
collagen biosynthesis in Chinese hamster ovary cells. 2008. Journal of Biochemistry.
144, 409-414.

Wskaznik Impact Factor: 1,878. Punktacja MNiSW: 20,00

2. Miltyk W., Karna E., Patka J.A. Prolidase-independent mechanism of camptothecin-
induced inhibition of collagen biosynthesis in cultured human skin fibroblasts. 2007.
Journal of Biochemistry. 141, 287-292.

Wskaznik Impact Factor: 2,02. Punktacja MNiSW: 20,00

3. Miltyk W., Surazynski A., Wolczynski S., Patka J. Combined therapy with disintegrin and
melphalan as a new strategy in inhibition of endometrial cancer cell line (Ishikawa)
growth. 2009. Folia Histochemica et Cytobiologica. 47, 121-125.

Wskaznik Impact Factor: 1,081. Punktacja MNiSW: 13,00

4. Surazynski A., Miltyk W., Prokop ., Palka J. Prolidase-dependent regulation of TGF ¢ and
TGF B receptor expressions in human skin fibroblasts. 2010. European Journal of
Pharmacology . 649, 115-9.

Wskaznik Impact Factor: 2,585. Punktacja MNiSW: 27,00




5. Miltyk W., Palka M., Karna E., Jarzabek K., Boujrad N., Knapp P. Antimitotic activity of high
affinity ligands for peripheral benzodiazepine receptor (PBR) in some normal and
neoplastic cell lines. 2006. Advances in Medical Sciences. 51, 156-159.

Punktacja MNiSW: 5,00

6. Miltyk W., Surazynski A., Dondzito J., Palka J. 4'-Chlorodiazepam - Agonist of peripheral
benzodiazepine receptors as a protecting factor in IL-1 induced deregulation of collagen
biosynthesis in cultured human chondrocytes. 2010. European Journal of
Pharmacology. 647, 31-36.

Wskaznik Impact Factor: 2,585. Punktacja MNiSW: 27,00

7. Surazynski A., Miltyk W., Czarnomysy R., Grabowska J., Palka J. Hyaluronic acid abrogates
nitric oxide-dependent stimulation of collagen degradation in cultured human
chondrocytes. 2009. Pharmacological Research. 60, 46-49.

Wskaznik Impact Factor: 3,929. Punktacja MNiSW: 27,00

tgczny Impact Factor dla tych prac wynosi: 13,439. Punktacja MNiSW: 139.

Przedmiotem badan stanowiacych tres¢ wyodrebnionych publikacji jest poszukiwanie
punktow uchwytu terapii schorzen przebiegajacych z zaburzeniami metabolizmu kolagenu.
Kolagen jest bowiem nie tylko kluczowym sktadnikiem strukturalnym tkanek, ale petni
réowniez wazng role w regulacji metabolizmu komodrkowego jako ligand receptora
integrynowego. Szlak sygnatowy indukowany przez pobudzony receptor Bi-integrynowy
aktywuje prolidaze, enzym ktéry odzyskuje proline z imidodipeptydéw do resyntezy
kolagenu. Jakkolwiek gtéwny nurt mojej dziatalnosci badawczej skupitem na dostarczeniu
argumentow przemawiajacych za kluczowa rolg prolidazy w regulacji biosyntezy kolagenu [1
oraz ,pozostate osiggniecia naukowo-badawcze” str. 6], to jednak szereg moich obserwacji
wskazuje na udziat wielu innych czynnikdw w tym procesie.

Zaproponowatem kamptotecyne jako potencjalny eksperymentalny czynnik
zapobiegajacy zwtdknieniu tkanek. Wykazatem, jednak ze kamptotecyna dodana do hodowli
fibroblastdw skéry ludzkiej powoduje wzrost aktywnosci prolidazy. Zjawisku temu
towarzyszyto pobudzenie ekspresji receptora [3;-integrynowego, biatek sygnatowych Sos,
kinaz MAPK (ERK1, ERK2) i czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Zaproponowatem mechanizm

inhibitorowego dziatania kamptotecyny na proces biosyntezy kolagenu niezalezny od
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aktywnosci prolidazy polegajgcy na stymulacji ekspresji NF-kB, odpowiadajgcego za
hamowanie transkrypcji genéw kolagenu w hodowli fibroblastow skéry ludzkiej [2].

Rola receptorow integrynowych w regulacji metabolizmu komdrkowego sktonita
mnie do zastosowania dezintegryny w poszukiwaniu sposobéw zwiekszenia skutecznosci
eksperymentalnej terapii lekami przeciwnowotworowymi z grupy srodkéw alkilujgcych. Do
badan wykorzystatem komorki raka endometrium (Ishikawa) — jednego z najpowszechniej
wystepujacych nowotworéw u kobiet. Moje badania wskazujg, ze skojarzone dziatanie
melfalanu - powszechnie stosowanego leku przeciwnowotworowego z dezintegryng
(echistatyng),  przyczynia sie do  zdecydowanego  zwiekszenia  efektywnosci
przeciwnowotworowej melfalanu oraz zmniejszenia jego cytotoksycznosci w poréwnaniu do
dziatania melfalanu bez dezintegryny. Mechanizm dziatania cytotoksycznego obydwu
substancji podanych tfacznie, wynika z inhibicji sygnatu indukowanego przez receptor ;-
integrynowy, hamowania ekspresji receptora IGF-1 oraz hamowania biosyntezy kolagenu [3].

W toku dalszych badan wskazatem na bardzo istotng, regulacyjng role produktéw
reakcji katalizowanej przez prolidaze: proliny i hydroksyproliny. Aminokwasy te indukujg
wzrost ekspresji TGF-;, receptora tej cytokiny oraz fosforylowanego czynnika
transkrypcyjnego mTOR uczestniczgcego w przekazywaniu sygnatu przez receptor TGF-f3;.
Zjawisko udziatu tych aminokwaséw w regulacji metabolizmu komdrkowego dobrze opisane
jest w odniesieniu do regulacji aktywnosci transkrypcyjnej HIF-1c.

TGF-B; uczestniczy w regulacji wzrostu i proliferacji wielu typéw komadrek. Czynnik
ten 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 regulujacy aktywno$¢ biologiczng TGF-
B1[4].

Dalsze badania nad poszukiwaniem nowych strategii terapii nowotworéw
obejmowaty wykorzystanie ligandéw obwodowych receptoréw benzodiazepinowych (PBR).
Zwigkszong ekspresje PBR obserwuje sie w wielu nowotworach. Ocenitem aktywnos¢
mitotyczng ligandéw tych receptoréw: Pk-11195 (antagonista) i 4’-chlorodiazepamu
(agonista) w hodowlach fibroblastow, makrofagdéw, komérek MCF-7, MDA-MB231 i raka
endometrium (Ishikawa). Wykazatem, ze obydwa ligandy hamowaty podziaty komérek MDA-

MB231 i makrofagéw, co moze stanowi¢ nowg strategie w terapii estrogeno-niezaleznego



raka piersi. Natomiast hamowanie podziatéw makrofagéw przez obydwa ligandy PBR moze
stanowic¢ nowg strategie regulacji ich aktywnosci w przebiegu proceséw zapalnych [5].

Kontynuacja tego kierunku badan nasuneta przypuszczenie o mozliwosci
zastosowania ligandow receptora PBR w zaburzeniach metabolizmu kolagenu indukowanych
przez interleuking-1 (IL-1) w chondrocytach ludzkich. IL-1 jest jednym z czynnikéw
odpowiedzialnych za rozwéj proceséw zapalnych oraz degradacje tkanki chrzestnej w
przebiegu proceséw zapalnych, np. reumatoidalnego zapalenie stawdéw. Wykazatem, ze
agonista PBR - Ro-54684 przeciwdziata hamowaniu biosyntezy kolagenu i DNA
indukowanemu przez IL-1. Mechanizm protekcyjnego dziatania Ro-54864 obejmuje indukcje
ekspresji receptora insulino-podobnego czynnika wzrostowego — |, biatka mTOR, aktywacje
AKT oraz hamowanie apoptozy indukowanej przez IL-1. Przeprowadzone przeze mnie
badania sugeruja, ze zastosowanie agonistow PBR moze stanowi¢ nowy kierunek w terapii
proceséw zapalnych [6].

Zwieniczeniem badan nad patobiochemig i farmakoterapig proceséw zapalnych byto
wyjasnienie mechanizmu protekcyjnego dziatania kwasu hialuronowego na zaburzenia
metabolizmu kolagenu obserwowane w przebiegu doswiadczalnego zapalenia w hodowli
chondrocytéw. 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.
Inkubacja ludzkich chondrocytéw z IL-1 spowodowata aktywacje czynnika NF-xB oraz
indukcje ekspresji syntazy tlenku azotu (iNOS). 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 [7]. Wiedza w tym
zakresie moze przyczyni¢ sie do doskonalenia farmakoterapii zapalenia stawéw poprzez
zastosowanie inhibitorow NF-«B lub iNOS.

Moje pionierskie badania wyjasnity mechanizmy zaburzern metabolizmu komdrek
nowotworowych oraz patologicznych proceséw zwigzanych z upo$ledzong biosynteza
kolagenu i wskazaty na nowe, efektywne, dotychczas nie stosowane metody

eksperymentalnej farmakoterapii tych zaburzen.




POZOSTALE OSIAGNIECIA NAUKOWO-BADAWCZE.

Dziatalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora.

Mdj dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 11 prac
doswiadczalnych i poglagdowych, jeden skrypt a takze 4 doniesienia zjazdowe, prezentowane
na konferencjach i zjazdach naukowych. taczny IF prac stanowigcych dorobek naukowy
przed uzyskaniem stopnia doktora wynosi 4,536 i 44 punkty KBN.

Przedmiotem szczegdlnego zainteresowania badawczego w tym okresie byta ocena
roli prolidazy w metabolizmie kolagenu w tkankach.

Prolidaza (peptydaza D, imidopeptydaza, E.C.3.4.13.9) jest cytoplazmatyczng
egzopeptydazg, katalizujagcg hydrolize imidodipeptydéw, w ktérych aminokwasem C-
koricowym jest prolina lub hydroksyprolina [E2]. Pochodzg one (imidodipeptydy) z
wewngtrzkomdrkowej degradacji biatek endogennych: prokolagenu (wewnatrzkomérkowej
formy kolagenu), kolagenu (zewnatrzkomoérkowej formy tego biatka) i innych biatek
zawierajacych proling (stanowigcych jednak niewielki procent imidodipeptydéw), a takize
biatek egzogennych - biatek diety zawierajacych proline. Soki trawienne przewodu
pokarmowego nie zawieraja bowiem enzyméw zdolnych do trawienia lll-rzedowego
wigzania imidowego. Imidodipeptydy stanowig zatem koricowe produkty degradaciji
kolagenu w przewodzie pokarmowym. Cytoplazmatyczna lokalizacja tej egzopepytdazy i jej
unikalne wymagania substratowe nasunety przypuszczenie, ze moze ona petni¢ wazna role
regulatorowg w metabolizmie biatek zawierajacych proline, zwtaszcza kolagenu. Kolagen,
stanowigcy okoto jedng trzecig wszystkich biatek organizmu ludzkiego jest polipeptydem
zawierajgcym najwigkszg liczbe wigzan imidowych sposrdd wszystkich znanych biatek.
Wystepujg one gtéwnie jako glicylo-prolina. W taincuch oy kolagenu typu | (235
aminokwasow) ten dublet wystepuje 25 razy. W innych biatkach prolina rzadko wystepuje w
sgsiedztwie glicyny. Stafo sie to podtozem hipotezy zaktadajgcej, ze prolidaza moze stanowié¢
enzym zaangazowany w regulacje metabolizmu kolagenu.

Kolagen jest niezbednym sktadnikiem tkanki tacznej, zapewniajgcym jej integralno$¢ i
prawidtowg funkcje [E21]. Oprécz funkcji podporowych petni réwniez role sygnatowa za
posrednictwem receptoréw adhezyjnych komérek. Interakcja miedzy komérkami a biatkami

macierzy pozakomdrkowej, zachodzaca miedzy innymi za posrednictwem receptoréw
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integrynowych indukuje szlak sygnatowy regulujacy ekspresje gendw, roznicowanie, wzrost i
inne funkcje komoérek [E21]. Nasuneto to przypuszczenie, ze prolidaza moze petni¢ wazng
role w procesie biosyntezy kolagenu - liganda receptoréw integrynowych, wptywajgc tym
samym na regulacje metabolizmu komdrkowego. Poczatkowe badania z tego zakresu
pozwolity wykaza¢ wazng role prolidazy w patobiochemii gtodzenia [D1], awitaminozy C,
cukrzycy [D2], reumatiodalnego zapalenia stawdw [E1] i choroby nowotworowej [E5].
Powyzsze badania skfonity mnie do poszukiwania mechanizméw regulacji aktywnosci
prolidazy. Wysungtem przypuszczenie, ze mogg by¢ to czynniki pobudzajgce biosynteze
kolagenu. Jednym z najlepiej poznanych dotychczas induktoréw biosyntezy kolagenu jest
insulino-podobny czynnik wzrostowy-I (IGF-1). Wykazatem, ze IGF-I pobudza aktywnos$é
prolidazy, co powoduje zwigkszenie dostepnosci kluczowego substratu - wolnej proliny do
procesu biosyntezy kolagenu [E6]. Jednakze transport proliny przez btony biologiczne
powoduje jej konwersje do kwasu 1-pirolino-5-karboksylowego (P5C) przy udziale oksydazy
prolinowej, a P5C do proliny przy udziale reduktazy P5C. Wysunatem przypuszczenie, ze
udziat IGF-I w procesie pobudzania biosyntezy kolagenu moze odbywaé sie na drodze
posredniej. Zatozytem, ze funkcje posrednika w tym procesie mogg petni¢ mechanizmy
warunkujgce dostepnos¢ gtéwnego substratu - proliny do tego procesu. Uznatem, ze
potencjalnym czynnikiem mogacym uczestniczy¢ w regulacji podazy proliny moze byé P5C -
metabolit proliny oraz prolidaza. Stosujgc model badawczy choroby gtodowej i cukrzycy u
szczurow (w przebiegu ktérych stezenie IGF-I w surowicy krwi oraz biosynteza kolagenu w
tkance facznej zwierzat ulegajg drastycznemu obnizeniu), a takze hodowle fibroblastéw
ocenitem znaczenie zmian stezen IGF-1 i PSC w surowicy krwi oraz podtozu hodowlanym na
aktywno$¢ prolidazy i biosynteze kolagenu w skérze zwierzat bgdZ w hodowlach
fibroblastow. Wykrytem, ze zaréwno w przebiegu cukrzycy jak i gtodzenia, zawarto$é IGF-1, a
takze P5C w surowicy szczuréw ulegta drastycznemu obnizeniu, czemu towarzyszyto
uposledzenie biosyntezy kolagenu w skérze tych zwierzat [D1, E8]. W celu sprawdzenia
hipotezy posredniego udziatu IGF-1 w procesie biosyntezy kolagenu surowice pochodzace z
badanych zwierzat poréwnatem pod wzgledem ich zdolnosci do pobudzania biosyntezy DNA
i kolagenu oraz aktywnosci prolidazy w hodowlach fibroblastow. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen wykazatem, ze zdolnos$¢ surowic zwierzat gtodzonych i z
cukrzycg do pobudzania biosyntezy DNA, kolagenu i aktywnosci prolidazy jest o wiele

mniejsza niz surowicy zwierzat kontrolnych. Wzbogacenie tych surowic w IGF-I spowodowato
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przywrécenie im prawidtowej zdolnosci do pobudzania omawianych proceséw. Surowica
zwierzat gtodzonych, wzbogaconych w IGF-1 wymagata o wiele wiecej czasu do pobudzenia
biosyntezy kolagenu (okoto 48-72 godzin) niz do pobudzenia biosyntezy DNA (okoto 24
godzin) co popierato stusznos¢ hipotezy posredniego udziatu IGF-I w procesie biosyntezy
kolagenu sugerujgc, ze IGF-I moze pobudza¢ biosynteze hipotetycznego czynnika
(nieobecnego w surowicy zwierzat gtodzonych), ktéry w nastepstwie indukuje biosynteze
kolagenu. W toku przeprowadzonych badan wykazatem, ze dodatek P5C do surowicy
zwierzat gtodzonych przywracat jej petng zdolnos¢ do pobudzania biosyntezy i sekrecji
kolagenu do ECM oraz aktywnosci prolidazy w hodowlach fibroblastow. Wykazatem
ponadto, ze pobudzajacy wptyw P5C na aktywnos¢ prolidazy jest nastepstwem wzrostu
ekspresji tego enzymu. Efekt pobudzenia omawianych zjawisk przez P5C zachodzit juz po 24
godzinach inkubacji, sugerujac bezposredni jego udziat w indukcji tych proceséw [D1, E8].

Mechanizm pobudzajgcego dziatania P5C na biosynteze kolagenu w fibroblastach
polega na dostarczaniu komdrce duzej ilosci proliny do tego procesu. Zjawisko to moze
zachodzi¢ na dwdch drogach. Po pierwsze transport P5C do komérki zwigzany jest ze
specyficznym mechanizmem jego konwersji w proling, katalizowanym przez reduktaze P5C.
Po drugie, pobudzajgcy wptyw P5C na aktywnos¢ prolidazy prowadzi do uwolnienia duzej
ilosci proliny z imidodipeptydéw (produktéw degradacji kolagenu). Obydwa procesy
przyczyniajg sie do wzrostu wewnatrzkomoérkowej puli proliny, wykorzystywanej do
biosyntezy kolagenu [E9]. Obnizenie stezenia P5C uposledza obydwa procesy, a w
nastepstwie zmniejsza intensywnos¢ biosyntezy kolagenu. Mechanizm ten moze stanowié
czynnik ograniczajacy tempo obrotu kolagenu w tkankach, niezaleznie od ekspresji genéw
kolagenu.

Prolina pochodzaca z P5C wydaje sie mie¢ jednak niewielkie znaczenie jako substrat
do biosyntezy kolagenu. Zaréwno ptyny ustrojowe jak i podtoza hodowli komérkowych
zawierajg niewielkie (nmolowe) ilosci P5C. Przewazajaca wiekszos$¢ proliny (w ilosciach
mmolowych) wykorzystywanej w procesie biosyntezy kolagenu pochodzi z endogennych i
egzogennych produktéw degradacji kolagenu. Pozwala to sadzi¢, ze pobudzajace dziatanie
P5C na aktywnosc¢ prolidazy (a nie P5C jako substrat proliny) stanowi kluczowy mechanizm
indukcji biosyntezy kolagenu [E8, E9]. Wyniki niniejszych badarn byly przedmiotem mojej
rozprawy doktorskiej pt.: ,Regulacyjna rola kwasu 1-pirolino-5-karboksylowego w procesie

biosyntezy kolagenu” [D1].



Dalsze badania pozwolity wykaza¢ zaleznos¢ pomiedzy biosyntezg kolagenu a
aktywnoscia prolidazy w hodowlach fibroblastéw skéry ludzkiej traktowanych
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi [E1l], w procesie dos$wiadczalnego starzenia
fibroblastéw skdry ludzkiej [E2] oraz w procesie chemotaksji fibroblastow [E3].

Badania wykonywane w latach 1995 — 2000 finansowane byty w ramach dziatalnosci
statutowej Uczelni, w tym projekty badawcze, ktérych bytem gtéwnym wykonawca.

W latach 1991-2005 bytem wyrdzniony zespotowg nagrodg naukowg Ministra
Zdrowia (2001) oraz trzema nagrodami JM Rektora Akademii Medycznej w Biatymstoku

(2003, 2004, 2005).




Dziatalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora.

Moj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 75 prac, w tym 36
prac doswiadczalnych i pogladowych, 1 skrypt a takie 38 doniesien zjazdowych,
prezentowanych na konferencjach i zjazdach naukowych. Opublikowane prace zawierajg
wyniki badan nad molekularnymi mechanizmami zaburzen metabolicznych w patologicznych
liniach komodrkowych oraz identyfikacja punktéow uchwytu nowych strategii
farmakologicznych. taczny IF prac stanowigcych dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia
doktora wynosi 58,163 i 579 punktéw KBN.

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 wyjasnienie molekularnego mechanizmu tego
zjawiska. W tym celu odbytem w latach 2001-2002 staz naukowy w Narodowym Instytucie
Raka we Frederick, MD, USA w zespole dr Jamesa Phang’a, wybitnego specjalisty z zakresu
metabolizmu aminokwaséw. Moje badania dotyczyty roli prolidazy w mechanizmie
karcynogenazy indukowanej przez nikiel. Wykazatem, ze jeden z mechanizméw toksycznego
dziatania tego pierwiastka polega na hamowaniu aktywnosci prolidazy. Pionierskie badania z
tego zakresu pozwolity dostarczy¢ dowoddéw, ze nikiel (Il) wykazuje kompetycyjny
mechanizm hamowania aktywnosci prolidazy (wobec manganu (Il), ktory jest niezbedny do
osiggniecia aktywnosci katalitycznej enzymu) w hodowli komérek CHO [E13]. Zahamowanie
aktywnosci prolidazy powodowato jednoczesnie zahamowanie wzrostu badanych komérek.

Po powrocie do Polski kontynuowatem badania nad mechanizmami toksycznego
dziatania niklu. Wysunatem przypuszczenie, ze zahamowanie aktywnosci prolidazy moze
prowadzi¢ do uposledzenia metabolizmu kolagenu i w efekcie zaburza¢ interakcje miedzy
komaérkami a macierzg pozakomaérkowg przyczyniajac sie do zaktdcenia szlakdw sygnatowych
regulujgcych ekspresje gendéw, stabilnos¢ genomu, réznicowanie i proliferacje komérek.
Przeprowadzone przeze mnie badania potwierdzity te zatozenia. W komdérkach poddanych
dziataniu niklu (Il) zaobserwowatem obnizenie biosyntezy kolagenu. Zjawisko to 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. Zaobserwowatem obnizenie ekspresji biatek Sos i
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fosforylowanych MAP-kinaz [E24]. Badania te potwierdzity kluczowg role prolidazy w
procesie biosyntezy kolagenu. Zjawisko to sugerowato wykorzystanie prolidazy jako
potencjalnego punktu uchwytu terapii schorzen przebiegajgcych z zaburzeniami
metabolizmu kolagenu.

Wyniki powyzszych badar nasunety przypuszczenie, ze zwtdknienie ptuc i nerek
indukowane przez zwigzki niklu (ll) moze by¢ nastepstwem wptywu tego metalu na
prolidaze. W hodowli fibroblastow skory ludzkiej, poddanych dziataniu chlorku niklu (l1)
wykazatem wzrost biosyntezy kolagenu i aktywnosci prolidazy. Zahamowanie aktywnosci
prolidazy kwasem acetylosalicylowym — wczesniej opisanym inhibitorem aktywnosci tego
enzymu (E1), spowodowato normalizacje biosyntezy kolagenu pobudzonej przez Ni (1) w
hodowli fibroblastow skéry ludzkiej. Obserwacja ta pozwolita zaproponowaé zastosowanie
kwasu acetylosalicylowego w prewencji zwtdknienia tkanek u oséb narazonych na zwigzki
niklu [E11].

Kolejnym  zaproponowanym przeze mnie eksperymentalnym  czynnikiem
zapobiegajgcym zwtoknieniu tkanek byta kamptotecyna. Alkaloid ten dodany do pozywki
hodowlanej fibroblastow skéry ludzkiej indukowat aktywnos¢ prolidazy, ekspresje receptora
Bi-integrynowego, biatek sygnatowych Sos, kinaz MAPK (ERK1, ERK2) oraz czynnika
transkrypcyjnego NF-kB. Mechanizm inhibitorowego dziatania kamptotecyny na proces
biosyntezy kolagenu wynikat ze stymulacji ekspresji czynnika NF-xB hamujgcego
transkrypcje gendw kolagenu w hodowli fibroblastow skéry ludzkiej [E21].

Kolejnym aspektem prowadzonych przeze mnie badan byto poszukiwanie sposobow
zwigkszenia skutecznosci eksperymentalnej terapii lekami przeciwnowotworowymi z grupy
srodkéw alkilujgcych na przyktadzie komdrek raka endometrium (Ishikawa). Wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan wskazuja, ze skojarzone dziatanie dezintegryny
(echistatyny) z melfalanem, powszechnie stosowanym lekiem przeciwnowotworowym,
przyczynia sie do zwigkszenia efektywnosci przeciwnowotworowej melfalanu (zmniejszenia
Cso) i zmniejszenia jego cytotoksycznosci w pordwnaniu do dziatania melfalanu bez
dezintegryny. Zaproponowatem mechanizm dziatania cytotoksycznego obydwu substanc;ji
podanych tacznie, obejmujgcy hamowanie sygnatu indukowanego przez receptor [3;-
integrynowy, hamowanie ekspresji receptora IGF-I oraz hamowanie biosyntezy kolagenu

[E27].
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Podczas pobytu stypendialnego w Chapel Hill, NC, USA bratem udziat w pierwszych
na Swiecie badaniach nad genotoksycznoscia izoflawonoidéw soi. Preparaty zawierajgce
izoflawonoidy soi stosowane sg powszechnie w prewencji raka piersi, prostaty lub w celu
tagodzenia objawéw menopauzy. Protokét badawczy obejmowat podawanie pacjentom z
rakiem prostaty izoflaownoiddéw soi (genisteine, daidzeine i glycetine) przez 56 dni. W
limfocytach wyizolowanych od pacjentéw oceniatem uszkodzenia DNA metodami Comet,
Micronucleus i FISH. Kontrole stanowity limfocyty wyizolowane od zdrowych pacjentow.
Przeprowadzone badania nie wykazaty genotoksyczego wptywu izoflawonoidéw soi u
pacjentéw w badanym zakresie stezen [E10].

Waziny obszar moich zainteresowarn naukowych stanowig badania nad
poszukiwaniem nowych strategii w terapii nowotworéw. Duzo uwagi poswiecitem
obwodowym receptorom benzodiazepinowym (PBR), ktérych zwiekszong ekspresje
obserwuje sie w nowotworach piersi, przetyku, jajnikow, okreznicy i innych. Ligandy
receptoréw PBR zaangazowane sg bowiem w regulacje proliferacji komdrek. Ocenitem
aktywnos¢ mitotyczng ligandéw PBR: Pk-11195 (antagonista) i 4’-chlorodiazepamu o
aktywnosci agonisty (Ro-54864) w hodowlach fibroblastow, makrofagéw, komérek MCF-7
(estrogeno-zaleznych), MDA-MB231 (estrogeno-niezaleznych) i raka endometrium
(Ishikawa). Wykazatem, ze obydwa ligandy hamowaty podziaty komdérek MDA-MB231 i
makrofagéw [E15]. Zjawisko to moze stanowi¢ nowg strategie w terapii raka piersi,
estrogeno-niezaleznego. Natomiast hamowanie podziatbw makrofagéw przez obydwa
ligandy PBR moze pozwoli¢ na modulacje ich aktywnosci w przebiegu proceséw zapalnych.

W toku dalszej dziatalnosci badawczej wyniki moich nieopublikowanych badan
nasunety mi przypuszczenie o mozliwosci zastosowania ligandéw receptora PBR w
zaburzeniach metabolizmu kolagenu indukowanych przez interleukine-1 (IL-1) w
chondrocytach ludzkich. IL-1 jest jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za rozwdj proceséw
zapalnych oraz degradacje tkanki chrzestnej w takich procesach zapalnych jak np.
reumatoidalne zapalenie stawéw. Zastosowanie IL-1 jest powszechnie przyjetym modelem
badawczym doswiadczalnego zapalenia w hodowli komdrkowej. Wykazatem, ze Ro-54684 -
agonista PBR przeciwdziata hamowaniu biosyntezy kolagenu i DNA indukowanemu przez IL-
1. Pk-1195 - antagonista tych receptoréw nie powodowat normalizacji obydwu omawianych
proceséw. Mechanizm protekcyjnego dziatania Ro-54864 obejmowat indukcje ekspresji

receptora insulino-podobnego czynnika wzrostowego — |, biatka mTOR i fosforylacje AKT. Nie
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wptywat natomiast na szlak sygnatowy =zalezny od kinaz Ras-Raf-MAPK. Ro-54684
powodowat takze hamowanie apoptozy indukowanej przez IL-1. Mechanizm tego zjawiska
moze wigzac sie z aktywacjg szlaku mTOR i AKT. Badania te sugerujg, ze zastosowanie
agonistéw PBR moze stanowi¢ nowy kierunek w terapii procesow zapalnych [E33].

Jedng ze strategii w farmakoterapii choréb reumatycznych jest zastosowanie kwasu
hialuronowego (HA). Do-stawowe wstrzykniecie HA moduluje proliferacje i réznicowanie
chondrocytow, biosynteze glikozaminoglikanéw i kolagenu. Postanowitem wyjasnic
mechanizm protekcyjnego dziatania tego leku na zaburzenia metabolizmu kolagenu
obserwowane w przebiegu doswiadczalnego zapalenia w hodowli chondrocytow.
Wykazatem, ze w eksperymentalnym modelu procesu zapalnego wywotanym IL-1 nastepuje
pobudzenie degradacji kolagenu przez ~metaloproteinazy (MMP). Wysunagtem
przypuszczenie, ze czynnikiem odpowiedzialnym, za indukcje tego procesu moze by¢ tlenek
azotu (NO). Inkubacja ludzkich chondrocytéw z IL-1 spowodowata aktywacje czynnika NF-xB
oraz indukcje ekspresji syntazy tlenku azotu. Zastosowanie HA hamowato aktywacje NF-kB i
ekspresje iNOS, a w efekcie przeciwdziatato indukowanej przez IL-1 aktywacji MMPs i
degradacji kolagenu [E31]. Uzyskane wyniki wskazuja na waing role tlenku azotu w
mechanizmie protekcyjnego dziatania HA w procesie degradacji kolagenu w przebiegu
doswiadczalnego zapalenia w hodowli chondrocytow ludzkich.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie doswiadczen wskazujg takze na bardzo
istotng, regulacyjng role produktéw reakcji katalizowanej przez prolidaze: proliny i
hydroksyproliny. Aminokwasy te indukujg wzrost ekspresji TGF-3;, receptora tej cytokiny
oraz fosforylowanego czynnika transkrypcyjnego mTOR uczestniczagcego w przekazywaniu
sygnatu przez receptor TGF-;. TGF-B; uczestniczy w regulacji wzrostu i proliferacji komérek
w wielu tkankach. Czynnik ten stymuluje takze biosynteze kolagenu, co moze prowadzi¢ do
zwtoknienia  tkanek.  Modulacja  aktywnosci  prolidazy  katalizujgcej  hydrolize
imidodipeptydéw do wolnej proliny i hydroksyproliny moze zatem stanowi¢ wazny czynnik

regulujgcy aktywnos¢ biologiczng TGF-[3; [E38].




Nagrody otrzymane za dziatalnos¢ naukowa:

= 1996 nagroda zespotowa | stopnia Rektora

= 1998 nagroda zespotowa | stopnia Rektora AMB

= 1999 nagroda zespotowa | stopnia Rektora AMB

= 2000 nagroda zespotowa | stopnia Rektora AMB

= 2001 nagroda zespotowa Ministra Zdrowia

= 2006 nagroda zespotowa Il stopnia Rektora AMB

= 2007 dwie nagrody zespotowe | stopnia Rektora AMB
= 2008 nagroda zespotowa Il stopnia Rektora UMWB
= 2008 nagroda zespotowa Ill stopnia Rektora UMWB
= 2009 nagroda zespotowa | stopnia Rektora UMWB
= 2010 nagroda zespotowa | stopnia Rektora UMWB

s 2011 dwie nagrody zespotowa | stopnia Rektora UMWB



