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1. Imie i Nazwisko: Patrycja Koszatka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz
tytutu rozprawy doktorskie;j:

1995 magister biologii, specjalnos¢ mikrobiologia; Wydziat Biologii, Geografii i Oceanografii,
Uniwersytet Gdanski; praca magisterska pt.: ,Techniki izolacji i wstepna charakterystyka
produktu genu 28 bakteriofaga T4”; promotor: dr J6zef Nieradko

2000 doktor nauk medycznych; Wydziat Lekarski, Akademia Medyczna w Gdansku; rozprawa
doktorska pt.: ,,Aktywnos¢ immunomodulacyjna i przeciwnowotworowa sklonowanego i
oczyszczonego czynnika martwicy nowotworu (TNF) szczura”; promotor: dr hab. Jacek Bigda

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

1994-1995  staz dydaktyczny; Katedra i Zaktad Histologii i Immunologii, Akademia Medyczna w Gdansku;
stanowisko: asystent stazysta

1995-2001 Katedra i Zaktad Histologii i Immunologii, Akademia Medyczna w Gdansku; stanowisko:
asystent

2000-2003 staz naukowy po uzyskaniu stopnia doktora; Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie,
Uniwersytet Heinricha-Heinego w Diisseldorfie, Niemcy; stanowisko: asystent

2001-2004  Zaktad Biologii Komorki, Katedra Biotechnologii Medycznej Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG-GUMed, Gdanski Uniwersytet Medyczny; stanowisko: asystent

od 2004 Zaktad Biologii Komorki, Katedra Biotechnologii Medycznej Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG-GUMed, Gdanski Uniwersytet Medyczny; stanowisko: adiunkt

4. Osiagniecie naukowe wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595
ze zm.):

Osiggniecie naukowe wynikajgce z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki stanowi cykl 5 powigzanych
tematycznie publikacji dotyczacych zastosowania modelu myszy transgenicznej z knockoutem genu cd73 dla
oceny roli biatka CD73 w funkcjonowaniu i rozwoju ukfadu krwionosnego ze szczegdlnym uwzglednieniem
wptywu CD73 na formowanie tozyska naczyniowego czerniaka B16F10. Cykl zawiera 5 prac oryginalnych.
Prace te, publikowane w latach 2004-2015, sg efektem wieloletniej interdyscyplinarnej wspdtpracy z Institut
fir Herz- und Kreislaufphysiologie na Uniwersytecie Heinricha-Heinego w Diisseldorfie, Niemcy. W trakcie
wyjazdu naukowego w latach 2000-2003 stworzytam tam, jako gtéwny wykonawca, transgeniczng mysz z
knockoutem genu cd73. Mysz ta zostata uzyta jako model badawczy do analizy roli CD73 in vivo w pracach
wchodzgcych w sktad cyklu opublikowanych w latach 2004-2006 jako wynik stazu podoktorskiego oraz w
latach 2014-2016 jako wynik grantu MNiSW uzyskanego w 2010 roku oraz zrealizowanego wczesniej
projektu badan wtasnych w GUMed (2007-2008).

taczna warto$¢ wspétczynnika oddziatywania IF prac sktadajgcych sie na osiggniecie wynosi 24,360.
taczna liczba punktéw MNiISW prac sktadajgcych sie na osiggniecie wynosi 139.
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A. Tytut osiggniecia naukowego:

Zastosowanie modelu myszy transgenicznej z knockoutem genu cd73 dla oceny roli biatka CD73 w
funkcjonowaniu i rozwoju uktadu krwionosnego ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu na formowanie
tozyska naczyniowego czerniaka B16F10.

B. Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:

4.1. Koszalka P., Oziiyaman B., Huo Y., Zernecke A., Fldgel U., Braun N., Buchheiser A., Decking U.K.M.,
Smith M.L., Sévigny J., Gear A., Weber A., Molojavyi A., Ding Z., Weber C., Ley K., Zimmermann H.,
Godecke A., Schrader J.#. (2004) Targeted disruption of cd73/ecto-5'-nucleotidase alters
thromboregulation and augments vascular inflammatory response. Circulation Research, 95(8):
814-21. IF: 9,972; MNiSW: 24. Udziat w pracy: 55%.

4.2. Oziiyaman B., Ding Z., Buchheiser A., Koszalka P., Braun N., Gédecke A., Decking U.K.,
Zimmermann H., Schrader J.#. (2006) Adenosine produced via the CD73/ecto-5'-nucleotidase
pathway has no impact on erythropoietin production but is associated with reduced kidney
weight. Pflugers Arch., 452: 324-31. IF: 4,807, MNiSW: 20. Udziat w pracy: 15%.

4.3. Koszatka P.#, Pryszlak A., Gotunska M., Kolasa J., Stasitoj¢ G., Sktadanowski A.C., Bigda J.J. (2014)
Inhibition of CD73 stimulates the migration and invasion of B16F10 melanoma cells in vitro, but
results in impaired angiogenesis and reduced melanoma growth in vivo. Oncol Rep., 31(2): 819-27.
IF: 2,301; MINiSW: 20. Udziat w pracy: 65%.

4.4. Koszatka P.#, Goturiska M., Stanistawowski M., Urban A., Stasitoj¢ G., Majewski M., Wierzbicki P.,
Sktadanowski A.C., Bigda J. (2015) CD73 on B16F10 melanoma cells in CD73-deficient mice
promotes tumor growth, angiogenesis, neovascularization, macrophage infiltration and
metastasis. Int J Biochem Cell Biol., 69: 1-10. IF: 4,046; MNiSW: 35. Udziat w pracy: 65%.

4.5. Koszatka P.#, Gotuniska M., Urban A., Stasitoj¢ G., Stanistawowski M., Majewski M., Sktadanowski
A.C., Bigda J. (2016) Specific activation of As, A;a and A; adenosine receptors in CD73-knockout
mice affects B16F10 melanoma growth, neovascularization, angiogenesis and macrophage
infiltration. PLoS One, 11(3): e0151420. IF: 3,234; MNiSW: 40. Udziat w pracy: 65%.

# - autor korespondencyjny

Oswiadczenia wspdtautoréw publikacji okreslajgce indywidualny wktad wybranych autoréw (co
najmniej czterech pozostatych wspotautoréw dla prac zbiorowych z wiecej niz piecioma wspétautorami) w
powstanie poszczegdlnych publikacji zamieszczono w zatgczniku nr 7. Oswiadczenia habilitantki dotyczace
wykonanych prac oraz procentowego w nich udziatu znajdujg sie w zatgczniku nr 8 (oraz nr 4).

W pracach zawarto wyniki uzyskane podczas realizacji pieciu projektéw badawczych:

1. Deutsche Forschungsgemeinschaft (Niemcy), projekt SFB612 (2002-2004), Molekulare Analyse
kardiovaskuldrer Funktionen und Funktionsstorungen, podprojekt B6: Rolle der intrazelluldren und
extrazelluldaren Adenosinbildung durch die 5°-Nukleotidase bei der Kontrolle von BlutfluB und
Hamostase;

2. Badania Wtasne GUMed, grant W-732 (2007-2008), Wdrozenie metod ,Matrigel Plug
Angiogenesis Assay” do analizy angiogenezy nowotworowej in vivo;

3. Deutsche Forschungsgemeinschaft (Niemcy), projekt SFB612 (2009-2012, kontynuacja),
Molekulare Analyse kardiovaskuldrer Funktionen und Funktionsstérungen, podprojekt B6: Rolle
der cd73/ekto-5"-Nukleotidase in der extrazelluldren Nukleotidkaskade bei akuter und chronischer
Entzlindung, Hypoxie und Angiogenese;
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4. MNiSW, grant N N401 006938 (2010-2014), Wptyw metabolizmu adenozyny na wzrost i rozwdj
czerniaka na modelu myszy z knock-outem ekto-5'-nukleotydazy (CD73);

5. NCBIR, grant 256 09-0835/18 (2015-2018), Farmakoterapia $rodbtonka naczyniowego i aktywacji
ptytek krwi zalezna od prostacykliny, tlenku azotu i tlenku wegla — nowa strategia w zapobieganiu
przerzutowosci nowotworowej (akronim METENDOPHA); w ramach programu STRATEGMED:
STRATEGMED1/233226/11/NCBR/2015, Profilaktyka i leczenie chordb cywilizacyjnych;

W projektach 2 i 4 petnitam role kierownika, w pozostatych projektach bytam wykonawca.

C. Omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z oméwieniem ich ewentualnego
wykorzystania

Celem naukowym prac wchodzacych w sktad mojego osiggniecia naukowego i wymienionych
powyzej byta analiza roli CD73 w funkcjonowaniu i rozwoju uktadu krwionos$nego ze szczegélnym
uwzglednieniem tego aspektu w formowaniu tozyska naczyniowego czerniaka B16F10 w trakcie jego
progresji z uzyciem modelu badawczego myszy transgenicznej z knockoutem genu cd73.

CD73/ekto-5"-nukleotydaza jest enzymem o masie 70 kDa wystepujagcym na powierzchni komorki
jako dimer zakotwiczony w btonie za pomocg GPI na koricu C-terminalnym a jego podstawowg funkcjg jest
defosforylacja 5'-AMP do zewnatrzkomoérkowej adenozyny (Fig. 1). Jest on czescig zewngtrzkomorkowej
kaskady, w ktorej uczestniczy takze enzym btonowy CD39, NTPDaza hydrolizujgca ATP i ADP do AMP,
bedgca gtéwnym zrédtem AMP w S$rodowisku zewngtrzkomorkowym. AMP moze pochodzi¢ takie z
degradacji obecnego w surowicy krwi NAD* (dwunukleotydu nikotynoadeninowego) [Vaisitti et al., 2011;
Zimmermann et al., 2012].
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Fig. 1 Struktura CD73 (ekto-5’-nukleotydazy) w btonie komdrkowej i Zrédta substratu [Antonioli et al., 2016].

Produkcja zewnatrzkomérkowej adenozyny jest bardzo waznym procesem, poniewaz jest ona
aktywng biologicznie czasteczkg regulujacg rdinorodne procesy biologiczne takie jak: odpowiedz
immunologiczna i zapalna, wazodylatacja, uwalnianie przekaznikdw nerwowych, lipoliza, funkcja barierowa
srodbtonka, odpowiedz adaptacyjna na hipoksje (niedotlenienie) [Zimmermann, 1992; Colgan et al., 2006] i
wiele innych funkgji, z ktérych nowe sg ciggle odkrywane.
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Réznorodnos¢ funkcji adenozyny jest zwigzana z jej rolg jako czgsteczki sygnatowej. Adenozyna jest
agonistg receptoréw btonowych zwigzanych z biatkami G nalezgcych do grupy receptoréw purynergicznych
typu 1 (P1), do ktdrych zaliczamy receptory dla adenozyny A, Aza, Az, i As. Ogdlnie, receptory A; i As
zwigzane sg z biatkami G hamujgcymi aktywacje cyklazy adenylanowej prowadzac do zmniejszenia poziomu
cAMP, a receptory Az i Az majg przeciwstawny efekt (Fig. 2). Receptor A; zwigzany jest takze m.in. z
aktywacjg 3-kinazy fosfatydyloinozytoli (PI13K) oraz, tak jak receptor Az, z aktywacjg fosfolipazy C. Efekty
biologiczne wywierane przez adenozyne zalezg wiec od ekspresji receptoréw dla adenozyny na powierzchni
komoérki docelowej i sg zalezne od typu komérki oraz jej stanu fizjologicznego. W warunkach fizjologicznych
adenozyna aktywuje receptory o wysokim powinowactwie A, A, i As natomiast aktywacja receptora Az
wymaga duzo wyziszego stezenia adenozyny obecnego w warunkach patologicznych [Fredholm, 2001;
Schulte, 2003].
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Fig. 2 Ogdlny schemat pokazujgcy sygnalizacje adenozyny poprzez receptory purynergiczne P1 i jej wptyw
na cyklaze adenylanowg [Moro et al., 2006].

Innym Zrédtem zewnatrzkomérkowej adenozyny moze by¢ wewnatrzkomérkowa hydroliza AMP
lub S-adenozylohomocysteiny do adenozyny i jej uwolnienie poprzez transportery adenozyny (Fig. 3). Ten
mechanizm generowania stezenia zewnatrzkomérkowej adenozyny jest jej gtdwnym Zrédtem jedynie w
warunkach optymalnego natlenowania (normoksji).
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Fig. 3 Mechanizmy prowadzace do uzyskania zewnatrzkomoérkowej adenozyny w zaleznosci od stanu
fizjologicznego [Fredholm, 2014].

W warunkach patologicznych np. w hipoksji (niedotlenienie) czy w stanie zapalnym (ktéry zwykle
towarzyszy hipoksji) zewnatrzkomérkowa adenozyna generowana jest gtéwnie przez CD73 w
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zewnatrzkomoérkowej kaskadzie hydrolizy AMP ulegajgc intensywnej akumulacji. Nastepnie jest usuwana
poprzez refosforylacje do AMP lub deaminacje do inozyny [Fredholm, 2014; Zimmermann, 1992].

Przeksztatcajgc AMP do adenozyny, CD73 nie tylko uczestniczy w aktywacji receptorow
purynergicznych P1, ale takze w zmniejszaniu ilosci agonistow dla receptorédw purynergicznych typu 2 (P2)
takich jak ATP, ADP i NAD". Ze wzgledu na duzg wage tych funkgcji istniejg takze inne enzymy defosforylujgce
nukleotydy, w tym przede wszystkim alkaliczna fosfataza, enzym powszechnie wystepujgcy, cho¢ o niskim
powinowactwie do AMP [Vaisitti et al., 2011; Zimmermann, 2012]. Dodatkowo, CD73 uczestniczy w
procesach niezaleznych od jego dziatania katalitycznego. Biatko to jest bowiem uwazane za czgsteczke
adhezyjng wigzacg laminine i fibronektyne w substancji miedzykomodrkowej [Stochaj et al., 1989; Resta et
al., 1998]. Sugerowane jest takze, ze moze petnié funkcje receptorowe w sygnalizacji limfocytow T [Resta i
Thompson, 1997].

Obecnos¢ CD73 mozna wykryé w praktycznie wszystkich tkankach organizmu, choé nie na
powierzchni wszystkich komérek [Zimmermann et al., 2012]. Jego ekspresja jest Scisle regulowana. Cytokiny
prozapalne, takie jak interleukina-1 czy TNF zwiekszajg ekspresje CD73 w stanach zapalnych a fosfolipazy
mogg odcina¢ CD73 z powierzchni btony w miejscu kotwicy GPI. Ekspresja CD73 zwykle zwieksza sie w
procesie dojrzewania komoérek, zwtaszcza w przypadku limfocytéw T i B, migracji komorek oraz ich wzrostu.
Hipoksja czy bedaca jedng z jej przyczyn ischemia (niedokrwienie) sg takze czynnikami znaczaco
zwiekszajgcymi ekspresje CD73 [Zimmermann, 1992; Colgan, 2006].

Obecno$¢ CD73 na komdrkach érédbtonka znana byta juz od dawna [Airas et al., 1997]. Srédbtonek
naczyniowy uwazany jest za wazny autokrynny/parakrynny/endokrynny narzad, ktérego funkcjonowanie w
warunkach fizjologicznych jak i patologicznych ma znaczenie diagnostyczne, prognostyczne i terapeutyczne
[Frolow et al., 2015]. Dlatego tez rola CD73 w jego funkcjonowaniu, zwtaszcza w warunkach patologicznych
wydawata sie szczegdlnie wazna i warta zbadania.

Prace nad analiza roli CD73 w uktadzie krwiono$nym rozpoczetam po obronie doktoratu w 2000
roku na stazu naukowym jako asystent w laboratorium prof. dr Jirgena Schradera w Institut fir Herz- und
Kreislaufphysiologie (Departament of Cardiovascular Physiology) na Uniwersytecie Heinricha-Heinego w
Disseldorfie, Niemcy. Moim pierwszym zadaniem badawczym byto uzyskanie nowego modelu myszy
transgenicznej z knockoutem genu CD73 (ekto-5’-nukleotydazy) w celu jego wykorzystania w projekcie
SFB612 ,,Molekulare Analyse kardiovaskuldarer Funktionen und Funktionsstérungen” (,Analiza molekularna
funkcjonowania ukfadu krwionosnego i jego zaburzen funkcjonalnych”) finansowanego przez Deutsche
Forschungsgemeinschaft w latach 2002-2004. Ogdlnym celem tego projektu byta analiza ztozonych
mechanizméw regulatorowych kontrolujgcych adaptacje organizmu lub tkanki do zaburzen funkcjonalnych
uktadu sercowo-naczyniowego Ilub jego schorzen na poziomie genetycznym, biochemicznym i
funkcjonalnym w oparciu o modele badawcze myszy transgenicznych. Projekt ten obejmowat 6
podprojektéw zwigzanych z funkcjg serca oraz 7 podprojektéw zwigzanych z funkcjg uktadu naczyniowego
wtaczajac proces angiogenezy oraz stworzenie Bioanalytical Core Facility na Uniwersytecie Heinricha-
Heinego. Zakres tego projektu obejmowat wspétprace z laboratorium prof. dr med. Herberta Zimmermanna
w Institute for Cell Biology and Neuroscience, Goethe University, Niemcy oraz wspétprace miedzynarodowa
m.in. z laboratorium prof. dr Jeana Sévigny, Centre de Recherche en Rhumatologie et Immunologie, Sainte-
Foy (Québec), Kanada. Z mojej strony bytam gtéwnym wykonawcg podprojektu B6 (,Rolle der
intrazelluldren und extrazelluldren Adenosinbildung durch die 5'-Nukleotidase bei der Kontrolle von Blutflu
und Hamostase” - ,Rola wzrostu wewngtrzkomdrkowej i zewnatrzkomérkowej adenozyny w wyniku
dziatania 5’-nukleotydazy w kontroli krazenia krwi i hemostazy”. Publikacja 4.1 wchodzaca w sktad
osiggniecia naukowego prezentuje wyniki wtedy uzyskane.

Dwa podstawowe osiggniecia uzyskane w ramach tej pracy to:
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a. Stworzenie pierwszego modelu myszy transgenicznej z konstytutywnym i kondycjonalnym knockoutem
genu cd73.

Uzyskanie modelu myszy transgenicznej z knockoutem genu cd73 (praca 4.1) byto niezbedne do
oceny roli CD73 in vivo. Uzycie inhibitoréw nie blokuje catkowicie aktywnosci enzymatycznej CD73, a
najbardziej wydajny inhibitor, AOPCP (adenosine a,8-methylene 5’-diphosphate), redukuje aktywnos¢ CD73
tylko do 25-30% kontroli [Agostinho et al., 2000; Hashikawa et al., 2003]. Przy wysokiej ekspresji CD73 na
Srodbtonku naczyniowym takie obnizenie aktywnosci mogtoby okazac sie niewystarczajgce. Problemem w
badaniach z uzyciem drobnoczgsteczkowego inhibitora byto takze jego usuwanie przez nerki oraz mozliwy
brak petnej penetracji inhibitora w gtagb migzszu tkanek. Opisany ponizej model badawczy zostat stworzony
przez mnie w ramach pracy samodzielnej.

Aby uzyskaé knockout genu cd73, czyli catkowite usuniecie funkcji tego genu z organizmu,
zdecydowatam sie na usuniecie z jego struktury egzonu Il zawierajacego ,Phosphoesterase Signature
Motive”, czyli motyw niezbedny dla prawidtowej funkcji miejsca aktywnego tego enzymu. Usuniecie catego
egzonu wymaga wykorzystania rekombinacji homologicznej z wprowadzonym do komoérki wektorem
docelowym zawierajagcym miejsca homologiczne wobec miejsc otaczajgcych wymieniany rejon. Jednakze
rekombinacja homologiczna jest zjawiskiem rzadkim i wymaga selekcji. W tym celu uzywa sie markerdéw
selekcyjnych np. genu opornosci na neomycyne. Do uzyskania knockoutu konstytutywnego zwykle wymienia
sie wybrany egzon na marker selekcyjny, co pozwala na kontrole skutecznosci rekombinacji. Jednakze
obecnosé genu opornosci wraz z promotorem (tzw. kaseta markerowa) wprowadzonego do genomu moze
zaburzy¢ regulacje gendw znajdujacych sie w poblizu [Pham et al., 1996]. Aby tego unikng¢ a jednoczesnie
mac stworzy¢ konstytutywny i kondycjonalny knockout, do modyfikacji genomu uzytam systemu miejscowo-
specyficznych rekombinaz.

Rekombinaza Cre z bakteriofaga P1 E.coli rozpoznaje palindromiczng sekwencje DNA z asymetryczng
wstawkg, zwang miejscem loxP. Fragment DNA obramowany przez dwa takie miejsca, majgce takg samg
orientacje zostaje usuniety z genomu przez rekombinaze Cre. Uzycie 3 miejsc loxP, przedstawione na
ponizszym schemacie (Fig. 4) pozwala na usuniecie markera selekcyjnego jak i na uzyskanie 3 typow delecji.
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Fig. 4. Schemat otrzymania konstytutywnego i kondycjonalnego knockoutu z uzyciem systemu Cre/loxP [wg.
Kwan et al., 2002]. Miejsca loxP zaznaczone jako trdjkaty. Kaseta markerowa do selekcji pozytywnej (+) jako
prostokat. Egzony sg ponumerowane.



Autoreferat
Zatacznik nr 2
Metoda ta wymagata stworzenia ztozonego wektora docelowego, nastepnie modyfikacji
zarodkowych komodrek pnia myszy, selekcji homologicznych rekombinantdw i potwierdzenia ich uzyskania
za pomocg PCR i analizy Southern blot. Uzyskane klony z homologiczng rekombinacja poddatam
przejsciowej modyfikacji plazmidem wyrazajgcym rekombinaze Cre a nastepnie dokonatam selekcji klonéw
za pomocg PCR w kierunku wtasciwe] delecji i potwierdzitam to za pomocg Southern blot. Dwie z trzech
uzyskanych delecji stanowity konstytutywny knockout z usunietym zaréwno wybranym egzonem jak i kasetg
markerowg oraz alternatywnie kondycjonalny knockout z egzonem Il otoczonym miejscami loxP bes kasety
markerowej. Zmiany w genomie potwierdzitam na poziomie genomu a w przypadku zmiany konstytutywnej
takze na poziomie RNA i biatka. Uzyskane zarodkowe komérki pnia zostaty przez mnie wprowadzone do
blastocyst mysich w celu uzyskania chimer, ktére nastepnie po skrzyzowaniu daty dwie linie zwierzat:
zwierze pozbawione funkcji CD73, czyli konstytutywny knockout oraz zwierze charakteryzujgce sie nadal
aktywnoscig tego enzymu z mozliwoscia jej utraty, czyli kondycjonalny knockout. Skrzyzowanie takiej myszy
ze zwierzeciem zdolnym do wyrazenia genu rekombinazy Cre w postaci regulowanego ligandem biatka
fuzyjnego kontrolowanego przez tkankowo-specyficzny promotor, pozwala nastepnie, po podaniu liganda
dla rekombinazy Cre i jej aktywacji, na wyciecie egzonu Il i zablokowanie ekspresji tego genu w wybranym
czasie i wybranej tkance.

Uzyskany model badawczy stworzony do tego projektu okazat sie efektywnym modelem do analizy
ztozonych mechanizméw regulatorowych kontrolujgcych adaptacje organizmu lub tkanki do zaburzen
funkcjonalnych bedacych celem projektu badawczego SFB612. Wyniki oparte na tym modelu badawczym
umozliwity kontynuacje projektu SFB612 do roku 2012 (tacznie 14,6 min Euro finansowania) i wykonanie
innych analiz, w ktdrych czesci uczestniczytam (osiggniecia omdwione w publikacji 4.2 wchodzacej w sktad
osiggniecia naukowego oraz w punkcie 5 - Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych) w
ramach wspétpracy zagranicznej. Model ten wykorzystatam takze w projekcie wtasnym finansowanym przez
MNiSW w latach 2010-2014 (Wptyw metabolizmu adenozyny na wzrost i rozwdj czerniaka na modelu myszy
z knockoutem ekto-5'-nukleotydazy (CD73)).

b. Okreslenie po raz pierwszy znaczacej roli CD73 w regulacji homeostazy serca i naczyn krwiono$nych.

W warunkach optymalnego natlenowania (normoksji) zewnatrzkomérkowa adenozyna
produkowana jest gtdwnie z udziatem nukleotydaz cytoplazmatycznych i transportowana na zewnatrz
komorki. Dlatego uwazano, ze CD73 odgrywa wazng role jedynie w warunkach niedokrwienia (ischemii)
serca zwiekszajgc w nim produkcje adenozyny i tym samym petnigc jedynie role pomocnicza w regulacji
odpowiedzi na niedokrwienie [Zimmermann, 1992; Colgan et al., 2006]. Wyniki uzyskane na stworzonym
przez mnie modelu transgenicznym pozwolity po raz pierwszy wykaza¢, ze aktywnos¢ hydrolityczna CD73
jest odpowiedzialna za 60% zmniejszenie ilosci AMP w krwi perfundujacej serce w warunkach normoksji i ze
ten spadek wptywa na szybkos$¢ perfuzji. To takie bylo nowe odkrycie, bo do tej pory uwazano, ze
zewnatrzpochodna adenozyna nie wptywa na regulacje przeptywu krwi w sercu [Kroll i Feigl, 1985].

Poniewaz zakrzepica naczyid jest powszechnym podtozem dla schorzed serca wynikajacych z
niedokrwienia [Golino, 2002] analizowaliémy takze role CD73 w duzych naczyniach takich jak aorta i tetnica
szyjna w procesie formowania zakrzepu oraz w regulacji funkcjia ptytek krwi. Analiza histochemiczna
wykazata, ze CD73 petni kluczowa role hydrolizujgcg AMP do adenozyny w duzych naczyniach, podczas gdy
niespecyficzne fosfatazy (w tym alkaliczna fosfataza) wykazywaty tam niewielkg aktywnos¢. Natomiast
obnizony poziom cAMP w ptytkach oraz zmniejszona trombogeneza w tetnicy szyjnej zwierzat z knockoutem
genu cd73 wskazaty na duze znaczenie CD73 w regulacji tego procesu.

Przedstawiliémy takze po raz pierwszy dowody na role CD73 w regulacji przylegania leukocytéw i
monocytow do S$rédbtonka naczyniowego. Ich zwiekszone przyleganie do sSrédbtonka naczyniowego u
zwierzat z knockoutem genu cd73 pod wptywem niedokrwienia wskazywaty na wazng role tego enzymu w
regulacji stanu zapalnego w srédbtonku naczyniowym polegajgcej na ochronie naczyn przed przyleganiem
tych komdérek uktadu immunologicznego. Jest to wazny aspekt, poniewaz ich wyprowadzenie poza swiatto
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naczyn jest pierwszym i podstawowym krokiem w procesie inicjacji stanu zapalnego [Schnoor et al., 2015], a

do tej pory to prostaglandyny i NO uwazane byty za gtéwnych regulatorow funkcji $rédbtonka
naczyniowego.

Analizowane aspekty sugerowaty znaczacy role CD73 w kardioprotekcji w stanach takich jak m.in.
zawat miesnia sercowego a zwigzanych z zaburzeniami ukrwienia serca i prowadzacych do niedotlenienia
(hipoksji) a takze w regulacji funkcji srédbtonka w stanie zapalnym, zwykle powigzanym z procesem
niedotlenienia. Obecnie enzymatyczne role CD73 a takze CD39 uznaje sie za kluczowe w kontroli stanéw
patofizjologicznych zwigzanych z procesem zapalnym np. w chorobach autoimmunologicznych, w zakazeniu
patogenami, w miazdzycy i w wielu innych patologiach w tym w chorobie nowotworowej. Sugerowana jest
takze rola tych enzymoéw jako potencjalnych celéw terapeutycznych [Antonioli, 2013].

Znaczenie naszych wynikéw podkresla artykut wydawcy komentujgcy je na tle historycznym badan
nad rolg CD73 w fizjologii uktadu sercowo-naczyniowego pod wiele mdéwigcym tytutem: "Cardiovascular
Ecto-5'-Nucleotidase. An End to 40 Years in the Wilderness?" [Olsson, 2004].

Mysz z knockoutem genu cd73 okazata sie efektywnym modelem do kontynuacji badan zwigzanych
z wptywem niedotlenienia na funkcjonowanie naczyin krwionosnych i uktadu krwiono$nego. W ramach
wspotpracy w kontynuacji projektu SFB612 uczestniczyfam w projektowaniu i analizie doswiadczen
zwigzanych z rolg CD73 w regulacji funkcji nerek. Publikacja 4.2 prezentuje wyniki uzyskane w ramach tej
wspotpracy a jej podstawowym osiggnieciem byto:

¢. Wykazanie, ze CD73 jest kluczowym enzymem w produkcji zewnatrzkomérkowej adenozyny w nerkach
i jest wazny dla ich rozwoju ontogenetycznego, mimo ze nie reguluje produkcji erytropoetyny.

Bardzo istotng zmiang zaobserwowang u zwierzat z knockoutem genu cd73 byto wyrazne (ok. 21%) i
statystycznie znaczace obnizenie wzglednej masy nerek. CD73 wystepuje w nerkach w kanalikach kretych
proksymalnych i dystalnych, na powierzchni komdrek mezangium ktebuszka oraz na fibroblastach tkanki
srodmigzszowej [Le Hir i Kaissling, 1993]. W tym czasie wiadomo byto, ze jego ekspresja znaczgco wzrasta w
stanie anemii a stymulacja receptoréw adenozyny typu A,a i A;s na komadrkach raka watrobokomadrkowego
(linia Hep3B) powodowata zwiekszenie produkcji erytropoetyny (EPO) [Fisher i Brookins, 2001]. Jednakze
doswiadczenia in vivo na ludziach i szczurach poddanych niedotlenieniu w komorze hipobarycznej nie
wykazywaty rdznic w produkcji erytropoetyny pod wptywem traktowania antagonistami czy agonistami
receptorow adenozyny [Gleiter et al.,, 1997a,b]. Erytropoetyna, glikoproteinowy hormon produkowany
przez watrobe i nerki nie tylko wptywa na komodrki macierzyste szpiku kostnego, zwiekszajac produkcje
erytrocytéw pod wptywem niedotlenienia ale takze jest w stanie regulowac proces angiogenezy zaréwno w
warunkach fizjologicznych jak i patologicznych [Ribatti et al., 2003], oraz pobudzi¢ komérki progenitorowe
srodbtonka w procesie naprawy uszkodzonych naczyn takze w przypadku uszkodzen nerek [Bahlmann et al.,
2004; Johnson et al., 2006]. Rozstrzygniecie watpliwosci co do roli CD73 w regulacji tego hormonu byto wiec
konieczne m.in. dlatego, ze jedna z najczesciej stosowanych uzywek, kofeina, jest powszechnie znanym
antagonistg receptora A,a. Zostato to umozliwione przez zastosowanie modelu myszy z knockoutem genu
cd73. Potwierdziliémy wtedy wysoka ekspresje CD73 w nerkach zwierzat kontrolnych a takze wykazalismy,
ze CD73 jest odpowiedzialna z produkcje powyzej 70% adenozyny zewnatrzkomorkowej zaréwno w
warunkach normoksji jak i hipoksji. Natomiast niezaleznie od podazy tlenu ekspresja EPO, zaréwno na
poziomie mRNA jak i biatka nie ulegata zmianom u zwierzat z knockoutem genu cd73. Nie ulegat zmianie
takze hematokryt krwi analizowanych zwierzagt. Nie stwierdzono takze powstawania efektu
kompensatorowego u zwierzat z knockoutem, poniewaz poziom alkalicznej fosfatazy byt u nich na
podobnym poziomie jak u zwierzat niemodyfikowanych.

Dwie mozliwe przyczyny obserwowanych zmian we wzglednej masie nerek byty brane pod uwage.
Pierwsza, zwigzana byta z zaproponowang w tym czasie rolg generowanej przez CD73 adenozyny w
modulacji cewkowo-ktebuszkowego sprzezenia zwrotnego (TGF), mechanizmu regulujgcego filtracje
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ktebuszkowg poprzez dziatanie plamki gestej (macula densa) bedacej czujnikiem stezenia chlorku sodu w

nerkach [Castrop et al., 2004]. Sugerowata, ze zmiana masy nerek jest bezposrednim efektem zmian w

regulacji przesgczania ktebuszkowego. Mimo, ze nie byto znaczacych zmian w przeptywie moczu przez nerki

ten aspekt zostat zbadany dalej z uzyciem metody mikroperfuzji kanalikow proksymalnych nerek, aby

uzyskac¢ peten obraz regulatorowej funkcji CD73 w regulacji TGF. Uczestniczytam w tej analizie, a jej wnoski
przedstawitam w punkcie 5 - Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Z drugiej strony, wczes$niej wykazano nie tylko korelacje miedzy ekspresjg CD73 a syntezg DNA w
komérkach mezangium [Le Hir i Kaissling, 1993] ale takze przedstawiono dowody na role VEGF (izoforma
165/164) w regulacji funkcji nerek poprzez zwiekszenie przepuszczalnosci naczyn krwionosnych ktebuszka
naczyniowego oraz ich regeneracje w przypadku uszkodzenia [Ostendorf et al., 1999]. Sugerowato to, ze
zmiany w masie nerek mogty powstaé w trakcie ich ontogenetycznego dojrzewania w wyniku regulowanych
przez CD73 zmian w procesie formowania struktury i unaczynienia nerek.

Witasnie w tym czasie zaczeto uznawac¢ adenozyne za kluczowy czynnik regulujacy proces
angiogenezy przede wszystkim poprzez bezposredni wptyw stymulujacy na proliferacje komdrek srédbtonka
jak i posrednio poprzez regulacje produkcji czynnikéw pro- i anty-angiogennych gtéwnie w wyniku stymulacji
receptorow A,a i Ass. Zasugerowano, ze adenozyna moze odpowiadac za 50-70% odpowiedzi angiogennej na
zaburzenia zwigzane z hipoksjg/ischemia, zwtaszcza poprzez stymulacje ekspresji VEGF (Fig. 5) [Adair, 2005;
Auchampach, 2007]. Obecnie ochronna rola adenozyny poprzez regulacje ekspresji VEGF w uszkodzeniach
nerek jest juz powszechnie uznawana a receptory adenozyny stanowig potencjalny nowy cel terapeutyczny
[San Martin et al., 2009; Patel i Thaker, 2015].
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Fig. 5. Rola adenozyny w regulacji proliferacji srodbtonka naczyniowego poprzez regulacje ekspresji VEGF
[Adair, 2005].

Te same procesy naprawcze, ktdre zachodzg w uszkodzonych organach wykorzystywane s3g takze
przez nowotwory w celu wytworzenia fozyska naczyniowego. Poniewaz w niedostatecznie ukrwionych
guzach litych w wyniku hipoksji obserwowano znaczng akumulacje adenozyny, zwrdcono uwage jej role w
kontroli progresji nowotworowej [Spychala, 2000]. Rozwdj naczyn krwionos$nych guza nowotworowego jest
powszechnie rozpoznawany jako czynnik regulujgcy wzrost guza, a moment pobudzenia procesu
angiogenezy jako etap zwigzany z aktywacja fenotypu inwazyjnego w procesie zwanym ,, angiogenic switch”.
Prace kliniczne wykazaty pozytywng korelacje zwiekszonej ekspresji CD73 na powierzchni komérek
nowotworowych ze stopniem zaawansowania nowotworu jelita grubego czy czerniaka [Eroglu et al., 2000;
Sadej et al., 2006] cho¢ dla raka piersi obserwowano raczej odwrotng korelacje [Kriiger et al., 1991]. Dalsze
prace nad powigzaniem ekspresji CD73 z rozwojem nowotwordw u pacjentéw [przedstawione w
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przeglagdéwce Gao et al., 2014] wprowadzity jeszcze wieksze kontrowersje co do roli CD73 w tym procesie.

Jednoczesnie wskazaty na koniecznos¢ doktadnego zbadania mechanizméw tego powigzania. Wiekszos¢ z

tych badan skupiato sie na funkcji CD73 w regulacji dziatania uktadu immunologicznego, gtownie limfocytéow

Ti B [Kumar i Sharma, 2009]. Dlatego tez postanowitam skupic¢ sie na aspektach pro-angiogennych roli CD73
W rozwoju nowotworow.

Ze wzgledu na moje doswiadczenie nad analizg roli czynnika martwicy nowotworu (TNF) w progresji
czerniaka Bomirskiego chomika syryjskiego w ramach pracy doktorskiej (opisane w punkcie 5) oraz w pracy
nad rolg CD73 w uktadzie sercowo-naczyniowym postanowitam przedstawic jak najszerszy obraz roli CD73 w
regulacji progresji czerniaka, jego wzrostu i fenotypu inwazyjnego poprzez regulacje formowania fozyska
naczyniowego guza z uwzglednieniem roli poszczegdlnych receptoréw adenozyny w tym procesie.

Jako model badawczy do analizy wybratam mysiego czerniaka B16F10, nowotwor szybko rosnacy i
stabo ukrwiony o wysokim stopniu ztosliwosci i niskiej aktywnosci enzymatycznej CD73 [Raz et al., 1980;
Schroeder et al., 1984]. Jego zaszczepienie podskérne w myszy z knockoutem genu cd73 i zastosowanie
inhibitora CD73, AOPCP, dzieki nieobecnosci tego enzymu na komadrkach gospodarza oraz niskiej, tatwej do
zablokowania aktywnos$ci na komdrkach nowotworowych, umozliwito analize zmian podczas progres;ji
czerniaka przy praktycznie catkowitej deplecji funkcji tego enzymu. Alternatywnie zastosowatam takze
stabilng interferencje RNA dla transkryptu genu cd73 w komérkach B16F10. Zastosowanie w warunkach
deplecji CD73 specyficznych agonistow receptordow dla adenozyny o wysokim powinowactwie A;, Axa i As,
pozwolito na analize roli poszczegdlnych receptoréow in vivo bez tta endogennej adenozyny generowanej
przez CD73.

Jednakze przed rozpoczeciem badan konieczne byto:

1. Zmodyfikowanie tta genetycznego myszy transgenicznych do tta szczepu myszy C57BL/6, powszechnego
dla modeli myszy transgenicznych i syngenicznego wobec powszechnie uzywanych modeli nowotwordéw, w
tym czerniaka B16F10. Zwierzeta uzyskiwane z uzyciem zarodkowych komérek pnia sg mieszancami
genetycznymi, poniewaz dla zwiekszonej zywotnosci zarodkowe komarki pnia uzyskiwane sg z embrionéw
powstatych w wyniku krzyzéwek rézinych szczepdw, a uzyskane chimery krzyzowane sg ze szczepem
niekrewniaczym. Modyfikacja tta genetycznego wymaga krzyzdwek wsobnych, gdzie mysz transgeniczna
krzyzowana jest z myszg ze szczepu C57BL/6, nastepnie z potomstwa wybierana jest mysz z modyfikacja
genetyczng i ponownie krzyzowana z myszg ze szczepu C57BL/6, przez przynajmniej 10 pokolen.

2. Dtuisza hodowla sprowadzonych kilku par rozptodowych myszy z knockoutem genu cd73 i ttem
genetycznym C57BL/6 do momentu uzyskania wystarczajgcej puli populacji, tak by médc pozyskiwac
zwierzeta do doswiadczen, bez utraty szczepu.

3. Wprowadzenie do laboratorium Zaktadu Biologii Komérki Katedry Biotechnologii Medycznej MWB UG-
GUMed metodyki umozliwiajgcej efektywng analize procesu angiogenezy. W ramach badan witasnych
GUMed W-732 ,Wdrozenie metod ,Matrigel Plug Angiogenesis Assay” do analizy angiogenezy
nowotworowej in vivo” jako jego kierownik i gtéwny wykonawca wprowadzitam do naszego laboratorium
narzedzie badawcze pozwalajgce na bardzo efektywng ocene procesu angiogenezy in vivo z uzyciem czopoéw
Matrigelu [Norrby, 2006]. Podskdrne wprowadzenie substancji podstawowej miesaka EHS czyli Matrigelu
powoduje formowanie sie czopu w wyniku polimeryzacji. Jego izolacja po 8 dniach i analiza ilosci/objetosci
nowych naczyn, ktére go przerosty umozliwia bezposrednig ocene procesu angiogenezy. Podanie do
Matrigelu komdrek nowotworowych i/lub substancji aktywnych pozwala na analize ich wptywu na proces
angiogenezy.

Przed doswiadczeniami in vivo skupitam sie na analizie wptywu modulacji aktywnosci CD73 na
fenotyp inwazyjny komarek B16F10 in vitro. Uzyskane wstepne wyniki z doswiadczen in vitro jak i in vivo z
czopami Matrigelu na zwierzetach niemodyfikowanych pozwolity mi na uzyskanie grantu MNiSW N N401
006938 "Wptyw metabolizmu adenozyny na wzrost i rozwdj czerniaka na modelu myszy z knock-outem
ekto-5'-nukleotydazy (CD73)" i kontynuacje badan. Publikacje 4.3, 4.4 i 4.5 wchodzace w sktad osiggniecia
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naukowego prezentujg wyniki uzyskane w ramach tych doswiadczed. Podstawowe osiggniecia

przedstawione w tych pracach sktadajgce sie na szeroki obraz roli CD73 i receptoréw adenozyny w
formowaniu tozyska naczyniowego i progresji czerniaka to:

d. Wykazanie, ze CD73 na powierzchni komdrek nowotworowych odgrywa waina role w regulacji wzrostu
czerniaka B16F10 m.in. regulujac jego potencjat proliferacyjny poprzez wptyw na receptory adenozyny.

Juz wczesniej wykazano, ze wzrost podskdrnego guza czerniaka B16F10 jest zahamowany w
gospodarzu z knockoutem genu cd73 [Stagg et al., 2011; Yegutkin et al., 2011]. Czasami jednak tego efektu
nie obserwowano [Burghoff et al.,, 2014]. Wykazalismy, ze powodem tej kontrowersji byto btedne
scharakteryzowanie linii B16F10 jako CD73-negatywnej i pominiecie wyraznego wptywu CD73 na komérkach
nowotworowych na wzrost czerniaka. Wykazaliémy za pomocg analizy Western blot i immunofluorescencji,
ze ekspresja CD73 w komérkach linii B16F10 jest wysoka, cho¢ tylko niewielka ilos¢ tego enzymu jest obecna
na powierzchni komorki (4.3), wyjasniajgc w ten sposob niska ale ciggle wykrywalng aktywnosé
enzymatyczng tych komoérek [Raz et al., 1980; Schroeder et al., 1984]. Wskazalismy rdéwniez, ze
zastosowanie jedynie cytometrii przeptywowej do analizy ekspresji CD73 jest podejsciem btednym,
poniewaz daje ona fatszywie negatywny wynik prawdopodobnie w wyniku ztuszczania CD73 z powierzchni
komorki poprzez wigzace sie przeciwciata. Poddajgc CD73 na powierzchni komérek czerniaka inhibicji
poprzez systemowe podanie inhibitora lub stosujgc stabilng interferencje RNA wykazaliémy, ze nawet ta
niewielka aktywno$é CD73 na komdrkach czerniaka B16F10 byta wystarczajgca do pobudzenia wzrostu guza
w sposéb znaczacy. Sprawiato to, ze wyniki uzyskane w sytuacji wyeliminowania jedynie aktywnosci CD73 u
gospodarza byty na granicy znaczenia statystycznego (4.3 i 4.4).

Dodatkowo, obserwowane zahamowanie wzrostu guza przypisano przede wszystkim zmianom w
aktywnosci uktadu immunologicznego, gtownie limfocytow Treg [Stagg et al., 2011; Yegutkin et al., 2011].
Naszg zastugg byto natomiast stwierdzenie, ze catkowita eliminacja CD73 hamuje potencjat proliferacyjny
komadrek nowotworowych poprzez obnizenie ekspresji pERK1/2, aktywnej ufosforylowanej formy kinazy
Sciezki proliferacyjnej Ras-Raf-MEK-ERK (szlak MAPK). Wykazalismy réwniez, ze stymulacja pojedynczego
receptora adenozyny poczatkowo hamowata wzrost guza, ale w dalszych fazach jego tempo wzrostu
znacznie przyspieszato korelujgc ze zwiekszong ekspresja pERK1/2 (4.5). Potwierdza to obserwowany
wczesniej, cho¢ jedynie in vitro, dwufazowy efekt aktywacji receptoréw adenozyny, zwykle prowadzacy do
stymulacji szlaku MAPK ale czasami do jego inhibicji [Schulte i Fredholm, 2003].

e. Potwierdzenie znaczacego stymulujacego wplywu CD73 na formowanie unaczynienia guzéw
nowotworowych.

Co ciekawe, w pracach traktujacych linie B16F10 czerniaka mysiego jako CD73-negatywna wykluczono
role CD73 w kontroli procesu angiogenezy [Yegutkin et al., 2011; Burghoff et al., 2014] (w publikacji Stagg et
al., 2011 zastosowano inhibicje CD73 przeciwciatami anty-CD73 ale nie analizowano wptywu CD73 na
angiogeneze). Okazato sie to niezgodne z uzyskanymi przez nas wynikami. Jeszcze przed analiza wptywu
CD73 na wzrost guza wykazaliSmy za pomoca testu in vivo na podskérnych czopach Matrigelu, ze zaréwno
CD73 na komérkach organizmu gospodarza jak i na komodrkach czerniaka B16F10 ma wptyw na rozwdj
naczyn krwionosnych (pordwnane byly: czop kontrolny i czop z domieszanymi komdrkami
nowotworowymi). Powtdrzenie tych doswiadczen na modelu myszy z knockoutem genu cd73 potwierdzito
role CD73 na komérkach gospodarza w procesie angiogenezy. Pokazato to tez, ze model ten nie wykazuje w
wyniku modyfikacji genetycznych zmian o charakterze kompensatorowym, ktére mogtyby powodowac
btedng interpretacje wynikdw. Obserwowalismy wyrazne zmiany w ilosci naczyn krwionosnych pod
wptywem eliminacji CD73 prowadzace do zwiekszonej martwicy krwotocznej guzéw oraz pojawienia sie
markera hipoksji, jakim jest biatko pro-apoptotyczne Bad (4.3 i 4.4). Jako pierwsi potwierdzilismy kluczowg
role CD73 w procesie angiogenezy in vivo w modelu czerniaka, a dwie wyprzedajace nas publikacje [Wang et
al., 2013; Allard et al., 2014] przedstawity jego role w regulacji unaczynienia guza gruczotu piersiowego.
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f. Okreslenie mechanizmu regulacji unaczynienia czerniaka B16F10 przez CD73 oraz roli receptoréw dla
adenozyny A;, Aza i As w tym procesie.

Rola adenozyny jako czynnika regulujgcego proliferacje komdrek srddbtonka i produkcje czynnikéw
pro- i anty-angiogennych, potwierdzona zostata gtéwnie w doswiadczeniach in vitro na liniach komdrkowych
lub hodowlach pierwotnych [Adair, 2004; Auchampach, 2007]. Natomiast analiza roli receptoréw dla
adenozyny w nowotworach nie zostata prawie w ogdle przeprowadzona in vivo. W raku ptuc wykazano role
receptora Azs o niskim powinowactwie do adenozyny w regulacji ekspresji VEGF przez komérki gospodarza
[Ryzhov et al., 2008] a Allard et al. [2014] w mysim raku piersi wykazali bezposrednig korelacje miedzy
ekspresjg CD73, gestoscig naczyn a ekspresjg VEGF. Do tej pory brakowato wiec systematycznej analizy co
do roli receptoréw adenozyny w rozwoju nowotwordw in vivo.

W naszych pracach (4.4 i 4.5) zaprezentowaliSmy duzo bardziej ztozong role CD73 i receptoréw
adenozyny w regulacji procesu angiogenzy. WykazaliSmy za pomocg analizy IHC, ze wyeliminowanie
aktywnosci CD73 prowadzi do znaczgcego obnizenia pobudzenia angiogenetycznego naczyn krwionosnych
(ekspresja VEGF-R2) oraz ich dojrzatosci (ekspresja CD105/endoglinu). Uzywajac nowej metody (Mouse
Cytokine Antibody Arrays firmy RayBiotech, Norcross, USA) pozwalajgcej na poétilosSciowa analize ekspresji
wielu cytokin jednoczesnie, wykazaliSmy réwniez zmiany w ekspresji wiekszosci sposréd 96 analizowanych
cytokin pro- i anty-angiogennych w mikrosrodowisku guza zachodzgce wskutek deplecji aktywnosci CD73.

Zaproponowalismy takze role poszczegélnych receptoréw adenozyny w tym procesie, po raz
pierwszy analizujgc ja w warunkach in vivo, bez endogennego tta adenozyny a takze jednoczesnie dla
wszystkich trzech receptoréw o wysokim powinowactwie. WykazaliSmy, ze kazdy z tych receptorow
uczestniczy w regulacji procesu angiogenezy jednakze w odniesieniu do réznych elementdéw tego procesu.
Aktywny receptor A; najsilniej stymulowat wzrost gestosci naczyn oraz ekspresje czynnikéw pro-
angiogennych ale to receptor A; najsilniej stymulowat pobudzenie angiogenne S$rédbtonka naczyn
zwiekszajac ekspresje receptora VEGF-R2.

g. Dowdd na istotng role CD73 oraz sygnalizacji poprzez receptory adenozyny w naciekaniu guza
pierwotnego przez makrofagi oraz w regulacji polaryzacji fenotypowej makrofagéw.

Makrofagi zwigzane z nowotworami (tumor associated macrophages, TAMs) posiadajgce fenotyp
przeciwzapalny i proangiogenny typu MIl odgrywajg wazng role w stymulacji unaczynienia oraz potencjatu
inwazyjnego komodrek nowotworowych [Eljaszewicz et al., 2013]. W raku ptuc wykazano, ze hipoksja
stymuluje polaryzacje makrofagédw do fenotypu MIl z prozapalnego i anty-angiogennego fenotypu Ml
[Zhang et al., 2014]. Yegutkin ze wspdtpracownikami [2011] zasugerowali role CD73 w kontroli tego procesu.
Nasze doswiadczenia wykazaty, ze deplecja CD73 znaczgco hamowata infiltracje guza przez makrofagi oraz
ekspresje cytokin w mikrosrodowisku guza zwigzanych z polaryzacjg makrofagéw do fenotypu Mll oraz, co
byto zaskakujace, takze do fenotypu MI (4.4). Stymulacja receptora adenozyny As; catkowicie odwracata
wszystkie wymienione zmiany, natomiast stymulacja receptora A;a zwiekszata infiltracje makrofagéw, cho¢
jednoczesnie zmniejszata ekspresje cytokin stymulujgcych fenotyp Ml (4.5).

Jako pierwsi udowodnilismy role CD73 i receptoréw adenozyny w regulacji naciekania guza
pierwotnego makrofagami. Nasze dane nie tylko wzmocnity przypuszczenia dotyczace promowania pro-
angiogennego fenotypu makrofagéw przez CD73, ale takze pozwolity nam zaproponowaé, jako pierwszym,
role tego enzymu w kontroli fenotypu anty-angiogennego.

h. Dowdd na istotng na role CD73 w supresji fenotypu inwazyjnego komorek czerniaka in vitro poprzez
mechanizmy zaleine i niezalezne od adenozyny.

CD73 uwazany jest za czasteczke adhezyjng wigzacg laminine i fibronektyne w substancji
miedzykomdrkowej [Stochaj et al., 1989; Resta et al., 1998]. Bezposrednig role CD73 w przyleganiu komérek
nowotworowych do substancji miedzykomdrkowej potwierdzono juz wczesniej dla komorek raka piersi.
Wykazano takze, ze nadekspresja CD73 zwiekszata nie tylko zdolno$¢ komorek raka piersi do przylegania do
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ECM ale takze przyspieszata migracje komdrek i inwazje in vitro [Zhou et al., 2007]. Zastugg zespotu, ktérym
kierowatam byto potwierdzenie bezposredniej roli CD73 jako czastki adhezyjnej w przyleganiu komodrek
czerniaka do ECM i jednoczesnie wykazanie za pomocg inhibitora drobnoczasteczkowego wobec CD73, ze
CD73 hamuje migracje i zdolnosci do inwazji tych komdrek. Dodatkowo, wykazalismy, ze aktywacja
receptora A; najsilniej hamowata migracje a aktywacja receptora A; zdolno$¢ do inwazji ECM (4.3).
Poniewaz wykazalismy, ze efekty zwigzane z migracjg i inwazjg, rozbiezne dla raka piersi i czerniaka, s3
regulowane poprzez rézne receptory adenozyny, nasze wyniki mogg ttumaczy¢ takze kontrowersje zwigzane
z korelacjg ekspresji CD73 z rozwojem nowotwordw obserwowane w warunkach klinicznych [Gao et al.,
2014]. Wiadomo bowiem ze istniejg znaczne réznice w ekspresji poszczegdlnych receptorow adenozyny na
powierzchni komodrek uzywanych do doswiadczen. Nasze badania wskazujg wiec, ze analiza CD73 jako
markera progresji nowotwordw niezaleznie od ekspresji receptorow adenozyny musi by¢ prowadzona
specyficznie dla kazdego typu nowotworu i bez wyciggania ogdélnych wnioskdw.

i. Dowdd na istotng role CD73 w stymulacji ekstrawazacji komérek nowotworowych in vivo.

In vivo, w modelu doswiadczalnym przerzutéw gdzie podanie dozylne komérek nowotworowych
pozwala analizowa¢ ich ekstrawazacje i formowanie przerzutéw, potwierdzilismy znaczgcg role CD73 w
stymulacji tego procesu. Juz wczesniej pojawialy sie sugestie, ze CD73 obecny na komdrkach
niehematopoetycznych, zwtaszcza na srédbtonku, kontroluje ich przyleganie do srédbtonka naczyniowego
poprzez regulacje produkcji adenozyny [Allard et al., 2012]. My natomiast udowodniliémy, jako pierwsi, ze
biatko to kontroluje przyleganie komdrek B16F10 do $réddbtonka naczyniowego a efekt ten jest niezalezny od
CD73 obecnego na komaérkach srédbtonka naczyniowego (4.4).

Czes¢ projektu zwigzana z analizg roli sygnalizacji adenozyny w progresji czerniaka stanowi
podstawe rozprawy doktorskiej Moniki Gotunskiej (uczestniczytam w opiece naukowej nad projektem
badawczym doktorantki). Pani Monika Gotunska jest wspétautorem publikacji 4.3, 4.4 i 4.5 tworzacych ciag
habilitacyjny.

Podsumowujac wyniki i wnioski w publikacjach zawartych w dziele habilitacyjnym moge stwierdzié, ze
stanowity one wazny wktad w okreslenie znaczacej roli CD73 w regulacji fizjologii i patofizjologii uktadu
krgzenia w tym przede wszystkim w formowania tozyska naczyniowego guzéw nowotworowych, choc
aspekt ten moze mieé bardziej uniwersalne znaczenie. Zaburzenia funkcji uktadu krazenia zwigzane s3 z
zaburzeniami produkcji wolnych rodnikéw tlenowych, krzepniecia oraz produkcji czynnikéw pro-zapalnych.
S3 charakterystyczne nie tylko dla zmian zwigzanych z rozwojem nowotworu, ale takze zaburzen ukfadu
rozrodczego (np. endometrioza, zespdt policystycznych jajnikow), uktadu nerwowego (np. niedokrwienny
udar mézgu) czy serca (niedokrwienny udar serca i nastepujgce po nim zmiany w unaczynieniu serca oraz
inne zaburzenia zwigzane z niedotlenieniem). Poznanie roli CD73 w regulacji tych zaburzen a takze
ustalenie, jakie aspekty zalezne s od poszczegdlnych typdw receptoréw adenozyny moze pozwoli¢ na
opracowanie nowych potencjalnych zwigzkdéw terapeutycznych. Zwtaszcza, ze dostepne obecnie inhibitory
adenozyny sg dobrze tolerowane w podaniu systemowym, podobnie jak wiekszo$¢ agonistéw czy
antagonistéw receptoréw adenozyny. Wystarczy tutaj wspomnieé, ze jedna z najpopularniejszych uzywek,
kofeina, jest antagonistg receptora adenozyny A,a. Potencjat kliniczny takich zwigzkéw jest obecnie coraz
lepiej dostrzegany. W ramach toczgcego sie wtasnie projektu METENDOPHA "Farmakoterapia $rédbtonka
naczyniowego i aktywacji ptytek krwi zalezna od prostacykliny, tlenku azotu i tlenku wegla — nowa strategia
w zapobieganiu przerzutowosci nowotworowej" (2015-2018) cze$¢ projektu, ktdrego jestem wykonawcay
poswiecona jest wiasnie dalszej analizie zewngtrzkomdrkowego metabolizmu adenozyny, w tym roli CD73 w
analizowanych procesach formowania przerzutéw nowotworowych. W projekcie tym planowane jest
testowanie in vivo nowych, potencjalnie terapeutycznych zwigzkow.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych
Dorobek naukowy (szczegétowo w zatgczniku nr 4)

taczna liczba publikacji petnotekstowych (z wytaczeniem prac z cyklu habilitacyjnego): 15 (w tym pierwszy
autor w 4 pracach, autor korespondencyjny w 3 pracach), suma IF: 20,299, MNiSW: 181,

w tym:

e przed doktoratem 3 publikacje o IF: 0,657, MNiSW: -
e po doktoracie 12 publikacji (w tym pierwszy autor w 3 pracach, autor korespondencyjny w 3
pracach) o IF: 19,642, MNiSW: 181.

Cykl habilitacyjny: 5 publikacji (w tym pierwszy autor w 4 pracach, autor korespondencyjny w 3 pracach) o
IF: 24,360, MNiSW: 139.

Sumaryczna liczba publikacji petnotekstowych (z pracami z cyklu habilitacyjnego): 20 (w tym pierwszy autor
w 8 pracach, autor korespondencyjny w 6 pracach), suma IF: 44,553, MNiSW: 320.

taczna liczba streszczen zjazdowych 31 (17 przed uzyskaniem stopnia doktora, 14 po uzyskaniu stopnia
doktora): 19 na konferencjach krajowych i 12 na konferencjach zagranicznych.

Prace byty cytowane 311 razy, a wytgczajgc autocytowania 300 razy. Indeks Hirsha wynosi 6 (dane z Web of
Science z dnia 2016.03.15)(7 wg. Scopus z dnia 2016.03.15)

Projekty badawcze poza projektami wymienionymi w pkt. 4 autoreferatu:

1. KBN: 6 P207 121 06 (1994-1997) - Znaczenie czynnika nekrotyzujgcego nowotwory (TNF) oraz
jego receptoréw dla wzrostu i przerzutowania czerniaka Bomirskiego;

2. KBN: P04B 012 12 (1997-2000) - Aktywnos$¢ immunomodulacyjna i przeciwnowotworowa
sklonowanego i oczyszczonego czynnika martwicy nowotworu (TNF) szczura;

3. KBN: 6 PO4A 017 21 (2001-2004) - Mechanizm synergistycznego przeciwnowotworowego
dziatania czynnika martwicy nowotworu (TNF) i inhibitora angiogenezy TNP-470;

4, MNiSW: N401 073 32/1830 (2007-2010) - Analiza funkcji genu SASH1 jako markera rozwoju raka
jelita grubego w oparciu o inaktywacje ekspresji genu przy pomocy interferencji RNA w liniach
komaérkowych;

5. FNP: FOCUS 4/2008-F3/08/P/2012 (2009-2014) - Somatic mosaicism for copy number variation
and epigenetic alterations as contributing casual factors in the initiation of primary and
metastatic breast cancer;

6. NCN: N N405 024340 (2011-2014) - Poréwnawcza analiza proteomiczna hormonalnie czynnych
guzow neuroendokrynnych wspomagana analizg QSRR;

Okreslenie roli produktu genu 28 bakteriofaga T4 w funkcjonowaniu i morfogenezie ptytki podstawowej
bakteriofaga.

Dziatalnos¢ naukowa rozpoczetam w latach 1994-95 podczas badan zwigzanych z pracg magisterskg
realizowang w Katedrze Mikrobiologii, Wydziatu Biologii, Geografii i Oceanografii Uniwersytetu Gdanskiego
pod opieka dr J6zefa Nieradko. Tematem mojej pracy badawczej byta charakterystyka roli produktu genu 28
w formowaniu ptytki podstawowej bakteriofaga T4, ktérej zaréwno morfogeneza jak i sktad nie byty w tym
czasie dobrze poznane. Bakteriofag T4 jest typowym fagiem litycznym uzywanym na poczatku XX wieku w
terapii zakazen bakteryjnych E.coli [Eaton MD et al., 1934; Sulakvelidze et al., 2001], ktory obecnie
ponownie zostat wprowadzony do préb klinicznych [Bruttlin i Brissow, 2005]. Ptytka podstawowa faga jest
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jego miejscem kontaktu z btong bakteryjng i jej formowanie jest kluczowe w procesie zakazania komorki
bakteryjnej. Funkcja produktu genu 28 byta w tym czasie mato poznana, sugerowano, ze jest on elementem
sktadowym ptytki lub uczestniczy w procesie morfogenezy poprzez wprowadzanie pg 27 do ptytki. W
ramach mojej pracy sklonowatam oba geny, kodujace pg 27 i 28. Do okreslenia struktury i funkcji tych biatek
zastosowatam testy komplementacji in vivo z uzyciem defektywnych mutantéw bakteriofagowych, analizy
degradacji biatek in vivo i ich rozpuszczalnosci oraz wstepne oczyscitam te biatka stosujgc sgczenie
molekularne i elektroelucje. Badania wykazaty, ze pg 28 jest sktadnikiem ptytki podstawowej oraz formuje
kompleks z pg 27 (stosunek masowy 1:1). Uzyskanie przez mnie przeciwciat poliklonalnych przeciwko
oczyszczonemu pg 28 pozwolito na wykazanie, ze efektywnosc zakazania bakteriofaga T4 moze zostac nimi
zablokowana potwierdzajac wazng role pg 28 w funkcji ptytki podstawowej w procesie zakazenia. Uzyskane
wyniki zostaty opublikowane w pracach:

e Nieradko J., Koszatka P., Krzywicka A. (1998) Characteristics of gene 28 product, the constituent of the central
part of bacteriophage T4 baseplate”, Acta Microbiol. Polon., 47(3): 243-52. IF: -; MNiSW: -.

e Nieradko J., Koszatka P. (1999) Evidence of interactions between gp27 and gp28 constituents of the central
part of bacteriophage T4 baseplate. Acta Microbiol. Polon., 48(3): 233-42. IF: -; MNiSW: -.

Za rok akademicki 1994/95 uzyskatam Nagrode Rektora Uniwersytetu Gdanskiego | Stopnia
przyznawang za wysokie wyniki w nauce i szczegdlne osiggniecia w pracy naukowej.

Opracowanie metodyki oczyszczania TNF szczura, okreslenie jego skutecznosci przy podaniu miejscowym
oraz mechanizmu dziatania w nowym modelu czerniaka: przeszczepialnym czerniaku Bomirskiego
chomika syryjskiego.

Bezposrednio po obronie pracy magisterskiej w 1995 roku rozpoczetam prace na etacie naukowo -
dydaktycznym na stanowisku asystenta w Katedrze Histologii i Immunologii Akademii Medycznej w
Gdansku. Rozprawe doktorskg zatytutowang ,Aktywno$¢ immunomodulacyjna i przeciwnowotworowa
sklonowanego i oczyszczonego czynnika martwicy nowotworu (TNF) szczura” przygotowang pod opieka dr
hab. Jacka Bigdy, obronitam w maju 2000 roku, uzyskujac stopien doktora nauk medycznych. Przedmiotem
mojej pracy doktorskiej byta kompleksowa analiza wptywu cytokiny, jaka jest czynnik martwicy nowotworu
(TNF) na progresje czerniaka Bomirskiego w modelu chomika syryjskiego. Badania w tym temacie
kontynuowatam jako asystent a nastepnie adiunkt (od 2004 roku) bedac od 2001 roku pracownikiem
Katedry Biotechnologii Medycznej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-GUMed z prof. dr hab.
Jackiem Bigda jako kierownikiem.

Czynnik martwicy nowotworu (TNF, TNF-alfa, kachektyna) jest cytoking prozapalng uzywang do
wzmochnienia efektu chemioterapeutykéw (np. melfalanu) w leczeniu czerniakdw [Hoekstra et al., 2014].
Mechanizm dziatania TNF in vivo prowadzacy do powstania martwicy krwotocznej guzéw nie byt w tym
czasie doktadnie okreslony, ale byly dane wskazujace, ze moze on wywiera¢ dziatanie przeciwnowotworowe
poprzez bezposredni cytotoksyczny lub cytostatyczny wptyw na komérki nowotworowe, jako regulator
odpowiedzi uktadu immunologicznego (przede wszystkim poprzez makrofagi lub komérki NK) a takze
poprzez wptyw na naczynia krwionosne guza [Aggarwal i Natarajan, 1996; Knippel et al., 1988]. Jednakze
dziatanie przeciwnowotworowe TNF jest ograniczone jego silng toksycznoscia mogacy prowadzi¢ do
uszkodzenia wielu narzadéw a nawet do kacheksji czyli wyniszczenia organizmu w wyniku indukcji stanu
zapalnego [Tracey et al.,, 1988]. Dlatego tez stosowanie TNF w terapii kombinowanej z melfalanem jest
ograniczone w klinice do izolowanej perfuzji konczyn lub watroby (w przypadku nieusuwalnych operacyjnie
nowotwordow konczyn lub nowotwordw/przerzutéw do watroby) ograniczajgcej systemowe oddziatywanie
TNF na organizm [Grover i Alexander, 2004; Deroose et al., 2011]. W naszym projekcie podstawowym celem
byta wiec analiza podania miejscowego TNF bezposrednio do guza.

Na potrzeby analizy konieczne byto opracowanie metodyki wydajnego oczyszczania TNF (5,4 mgz 1
litra hodowli bakteryjnej) o wysokiej aktywnosci biologicznej (1,1 x 10% U/mg) i stopniu oczyszczenia (blisko
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100%). Korzystajagc z ograniczonej specyficznosci gatunkowej TNF sklonowatam szczurzy TNF do

bakteryjnego systemu ekspresyjnego nastepnie oczyscitam za pomocy precypitacji réznicowej i sgczenia
chromatograficznego na kolumnach: hydroksyapatytowej i jonowymiennej.

Kolejnym analizowanym aspektem byto okreslenie czy podanie miejscowe moze ograniczy¢ efekty
toksyczne a jednoczesnie utrzymac efekt przeciwnowotworowy tej cytokiny. Podany doguzowo preparat
TNF w efektywny sposdb hamowat wzrost guza a takie jego przerzuty do nerek a jednoczesnie nie
zmniejszat znaczagco masy ciata zwierzat, objawu charakterystycznego dla kacheksji. Jednakze brak byto
wydtuzenia czasu przezycia. Analiza mechanizmu dziatania TNF w podaniu miejscowym wykazat bezposredni
efekt cytotoksyczny na komérki czerniaka stymulujgc ich smieré apoptotyczng. Analizy na wyizolowanych
limfocytach $ledzionowych oraz makrofagach otrzewnowych wykazat zwiekszong aktywnos¢ makrofagéw
ale nie limfocytéw u zwierzat niosacych guz traktowanych TNF. Wykazano takze wzrost poziomu cytokin
prozapalnych w surowicy krwi tych zwierzat. Natomiast najwazniejszym aspektem byto zwiekszenie
czestosci wystepowania martwicy krwotocznej w obrebie guza pod wptywem TNF oraz synergistyczny efekt
TNP-470, inhibitora angiogenezy, na wzrost guza. Wskazuje to na wptyw TNF na fozysko naczyniowe guza.

Podsumowujgc, badania te wykazaty, ze miejscowe podanie TNF moze by¢ skutecznym podejsciem
terapeutycznym pozwalajagcym wyeliminowaé wiekszo$é negatywnych efektéw tej cytokiny prozapalnej na
zywy organizm w trakcie terapii przeciwnowotworowej.

Uzyskane wyniki charakteryzujace sie duzg powtarzalnoscia, pozwolity na ustalenie, ze
amelanotyczna odmiana czerniaka Bomirskiego, szybko wzrastajaca i dajgca liczne przerzuty gtéwnie do
nerek i weztdow limfatycznych [Bomirski et al., 1988] jest dobrym modelem in vivo do analiz dziatania
przeciwnowotworowego TNF. Zwiekszyto to liczbe modeli dostepnych do analiz progresji czerniaka in vivo.

Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w pracach:

e Koszalka P., Breza H., Bigda J. (1998) Cloning, expression, purification of rat tumor necrosis factor and
demonstration of its antitumor activity in Bomirski amelanotic melanoma. Neoplasma, 45(3): 162-168. IF:
0,657; MNiSW: -.

e  Mysliwski A., Bigda J., Koszalka P., Szmit E. (2000) Synergistic effect of the angiogenesis inhibitor TNP-470 and
tumor necrosis factor (TNF) on Bomirski Ab melanoma in hamsters. Anticancer Res., 20(6B): 4643-7. IF: 1,331;
MNiSW: 9.

e  Koszatka P., Szmit E., Mysliwski A., Bigda J., “Anti-tumor action of tumor necrosis factor (TNF) against Bomirski
Ab melanoma in hamsters. Arch. Immunol. Ther. Exp., 55(4): 267-79, 2007. IF: 1,689; MNiSW: 10

Wykazanie wysokiej skutecznosci przeciwnowotworowej miejscowego podania syntetycznego analogu
fumagilliny TNP-470 przy braku efekty cytotoksycznego na komorki srédbtonka w modelu czerniaka
Bomirskiego chomika syryjskiego.

Po uzyskaniu stopnia doktora uczestniczytam takze w kontynuacji, we wspdtpracy z Katedrg
Histologii i Immunologii GUMed, badan nad przeciwnowotworowym dziataniem inhibitora angiogenezy,
jakim jest TNP-470 in vivo w modelu chomika syryjskiego. Majac szerokie doswiadczenie z tym modelem
badawczym oraz z pracg na zwierzetach uczestniczytam w opracowaniu metodyki doswiadczen zwigzanych z
analizg okotoguzowego podania tego zwigzku w terapii czerniaka oraz analizg uzyskanych danych. TNP-470,
syntetyczny analog fumagilliny zostat wprowadzony w tym czasie do badan klinicznych, jako inhibitor
angiogenezy, w terapii miesaka Kaposiego, raka nerek, nowotworéw mozgu, piersi, szyjki macicy oraz
prostaty a takze w terapii czerniaka. Jednakze w przypadku czerniaka nie udato sie uzyskaé remisji choroby
nowotworowej [Bhargava et al.,, 1999; Kruger i Figg, 2000]. Wyniki uzyskane na modelu czerniaka
Bomirskiego pozwolity stwierdzi¢, ze okotoguzowe podanie TNP-470 byto skuteczniejsze od podania
systemowego, hamujgc catkowicie wzrost guza oraz formowanie przerzutow i prowadzac do catkowitej
remisji choroby nowotworowe;j.
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Jednakze podanie systemowe TNP-470 w prébach klinicznych indukowato efekty toksyczne zwigzane

z zaburzeniami uktadu nerwowego (np. ataksja) a doswiadczenia na zwierzetach wykazaty, ze wptywa takze

cytotoksycznie na komérki srodbtonka naczyniowego w zaleznosci od dawki [Kruger i Figg, 2000]. Konieczna

byta wiec analiza czy miejscowe podanie TNP-470 w dawce indukujgcej remisje czerniaka takze moze

wywotaé zaburzenia w strukturze srédbtonka naczyniowego naczyn krwionosnych tkanek szczegélnie

podatnych na uszkodzenia: ptuc, nerek i watroby. W doswiadczeniach tych uczestniczytam przede wszystkim

w analizie histologicznej preparatéw izolowanych tkanek, jako doswiadczony juz w tym czasie histolog.

Analiza wykazata brak widocznych zmian w morfologii naczyn krwionosnych zaréwno na poziomie

mikroskopu swietlnego jak i elektronowego. Podanie okotoguzowe TNP-470 w dawce indukujacej remisje nie
ma wiec znaczgcych efektéw ubocznych.

W obecnej chwili angiogeneza, czyli formowanie nowych naczyn z juz istniejgcych jest zwalidowana
jako cel w terapii nowotwordw. Jednakze nawet w przypadku inhibitorow angiogenzy dajacych dobre wyniki
w terapii, modyfikacje prowadzace do podwyzszenia ich efektywnosci czy zmniejszenia skutkéw ubocznych
sg ciggle pozadane [Jayson et al., 2016]. Wyniki podania miejscowego inhibitora angiogenezy jakim jest TNP-
470 wskazuje, ze taka zmiana podania moze prowadzi¢ jednoczesnie do zwiekszenia jego efektywnos$ci oraz
zmniejszenia skutkéw ubocznych.

Wyniki zostaty przedstawione w ponizszych pracach:

e  Mysliwski A., Koszalka P., Bigda J., Szmit E. (2002) Complete remission of Bomirski Ab amelanotic melanoma in
hamsters treated with the angiogenesis inhibitor TNP-470. Neoplasma, 49(5): 319-22. IF: 0,679; MNiSW: 8.

e  Mysliwski A., Kubasik-Juraniec J., Koszatka P., Szmit E. (2004) The effect of angiogenesis inhibitor TNP-470 on
the blood vessels of the lungs, kidneys and livers of treated hamsters. Folia Morphol., 63(1): 5-9. IF: -; MNiSW:

Potwierdzenie znaczacej roli adenozyny generowanej przez CD73/ekto-5’-nukleotydaze w regulacji
cewkowo-ktebuszkowego sprzezenia zwrotnego w nerkach.

Jednoczesnie z kontynuacjg badan w Zakfadzie Biologii Komadrki nad rolg TNF i TNP-470 w progresji
czerniaka Bomirskiego rozpoczetam nowy projekt badawczy przebywajgc w latach 2000-2003 na stazu
naukowym jako asystent w Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie (Departament of Cardiovascular
Physiology) na Uniwersytecie Heinricha-Heinego w Diisseldorfie, Niemcy, kierowanym przez prof. dr Jirgena
Schradera. Uzyskany przeze mnie model badawczy myszy transgenicznej z knockoutem genu cd73 [Koszalka
et al., 2004] zostat wykorzystany w projekcie SFB612 ,,Molekulare Analyse kardiovaskuldrer Funktionen und
Funktionsstérungen” (,Analiza molekularna funkcjonowania uktadu krwionosnego i jego zaburzen
funkcjonalnych”) (lata 2002-2012). Wyniki uzyskane w ramach podprojektu B6 w latach 2002-2004 (,,Rolle
der intrazelluldren und extrazelluldren Adenosinbildung durch die 5-Nukleotidase bei der Kontrolle von
BlutfluB und Hdmostase” - ,,Rola wzrostu wewnatrzkomorkowej i zewnatrzkomérkowej adenozyny w wyniku
dziatania 5’-nukleotydazy w kontroli krgzenia krwi i hemostazy”) a takze w ramach kontynuowanej
wspodtpracy przedstawione zostaty w dwéch publikacjach ujetych w cyklu habilitacyjnym (4.1 4.2).

W ramach wspétpracy uczestniczytam takze w pracach nad wykorzystaniem myszy transgenicznej z
knockoutem genu cd73 w kontynuacji analizy roli CD73 w regulacji funkcji nerek, analizy zapoczatkowanej w
publikacji 4.2 w cyklu habilitacyjnym. Jednakze w tym przypadku analiza funkcji nerek skierowana byta nie na
aspekty zwigzane z funkcjonowaniem i rozwojem uktadu krwiono$nego, takie jak produkcja erytropoetyny,
ale na role CD73 w regulacji perfuzji nerek.

CD73 wystepuje w nerkach w kanalikach kretych proksymalnych i dystalnych, na komadrkach
mezangium kitebuszka oraz na fibroblastach tkanki sSrédmigiszowej. Generowana przez ten enzym
adenozyna uznawana jest za mediator cewkowo-ktebuszkowego sprzezenia zwrotnego (TGF), mechanizmu
regulujgcego dziatanie plamki gestej bedacej sensorem stezenia chlorku sodu w nerkach. Jako receptor
regulujacy ten proces zasugerowano receptor dla adenozyny A; [Le Hir i Kaissling, 1993; Thomson et al.,
2000]. Uzycie naszego modelu badawczego do doktadnego pomiaru TGF poprzez mikroperfuzje kanalikow
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proksymalnych nerki potwierdzity role CD73 w regulacji tego procesu i wykazaty zgodnosé z wczesniejszymi

wynikami [Castrop et al., 2004] uzyskanymi na modelu mysim o odmiennym tle genetycznym (C57B L/6J vs

NMRI strain) wygenerowanym odmienng metodg modyfikacji genetycznej. Dodatkowo, badania z uzyciem

antagonistéw receptoréw purynergicznych typu P2 zasugerowaty, ze regulacja przesgczania ktebuszkowego

przez CD73 nie jest ograniczona jedynie do jego roli w regulacji TGF ale takze w regulacji akumulacji ATP w
tym procesie. Jest to obecnie powszechnie uznawany model regulacji TGF przez CD73.

Badania te podkreslity znaczaca role CD73 jako enzymu generujgcego adenozyne w regulacji funkgji
nerek i potwierdzity zasadnos¢ uzycia agonistow czy antagonistéw receptoréow dla jej regulacji. Wyniki
przedstawiono w publikacji:

e Huang D.Y., Vallon V., Zimmermann H., Koszalka P., Schrader J., Osswald H. (2006) Ecto-5'-nucleotidase
(cd73)-dependent and -independent generation of adenosine participates in the mediation of
tubuloglomerular feedback in vivo. Am. J. Physiol. Renal. Physiol., 291: F282-8. IF: 4,199; MNiSW: 24,

Okreslenie dystrybucji aktywnosci katalitycznej enzyméw btonowych uczestniczagcych w regulacji
metabolizmu nukleotydéw, w tym CD73/ekto-5’-nukleotydazy, w mézgowiu gryzoni.

W ramach kontynuowanej wspétpracy model badawczy myszy transgenicznej z knockoutem genu
cd73 postuzyt nastepnie takze do doktadnej analizy wystepowania CD73 w mdzgowiu. Analiza wykonana
zostata we wspotpracy z laboratorium prof. dr med. Herberta Zimmermanna w Institute for Cell Biology and
Neuroscience, Goethe University, Niemcy.

Ektonukleotydazy, w tym CD73 zdajg sie petni¢ wazng role w uktadzie nerwowym, zaréwno w jego
rozwoju, regulowaniu przezycia komodrek nerwowych, ich sygnalizacji, funkcji komodrek glejowych
[Zimmermann, 2006] jak i w funkcjonowaniu autonomicznego uktadu nerwowego [Cardoso et al., 2015].
Wczesniejsze analizy dystrybucji CD73 poprzez analize histochemiczng jego aktywnosci oraz poprzez
znakowanie immunohistochemiczne przeciwciatami anty-CD73 wykazaty znaczace rozbieznosci w dystrybucji
tego enzymu w zaleznosci od metody, wskazujgc na niedostateczng specyficznos¢ przeciwciat lub reakcji
enzymatycznej [Zimmermann, 1996]. Poréwnanie barwien histochemicznych preparatéw uzyskanych od
zwierzat dzikiego typu i z knockoutem genu cd73 pozwolity okresli¢ doktadng, szeroka dystrybucje ekspresji
aktywnego enzymu na komérkach mdzgowia. Catkowity brak aktywnosci CD73 na komérkach zwierzat z
knockoutem pozwolit na wykluczenie tta aktywnosci enzymatycznej innych enzymoéw. W potaczeniu z analizg
ekspresji innych rodzin ektonukleotydaz uczestniczgcych w regulacji metabolizmu nukleotydéw w uktadzie
nerwowym pozwolito to na uzyskanie po raz pierwszy petnego obrazu dystrybucji ich aktywnosci
katalitycznych w mdzgowiu. Obraz ten jest wazny w kontynuacji badan nad rolg metabolizmu nukleotydéw
w funkcjonowaniu ukfadu nerwowego. W pracy tej uczestniczytam przede wszystkim jako doswiadczony
histolog. Jej wyniki zostaty przedstawione w publikacji:

e Llanger D., Hammer K., Koszalka P., Schrader J., Robson S., Zimmermann H.#. Distribution of ectonucleotidases
in the rodent brain revisited. Cell Tissue Res., 334(2): 199-217, 2008. IF: 2,740; MNiSW: 20.

Okreslenie korelacji miedzy strukturag molekularng a dziataniem przeciwnowotworowym peptydéw
przeciwbakteryjnych.

W roku 2005 w ramach wspotpracy z Katedrg Chemii Nieorganicznej Wydziatu Farmacji Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego rozpoczetam prace nad analizg przeciwnowotworowego dziatania peptydow
przeciwbakteryjnych. Wspétpraca to zostata zapoczatkowana mojg rolg jako promotora pracy dyplomowej
Magdaleny Wejdy: , Cytotoksyczne wiasciwosci wybranych peptydéw przeciwbakteryjnych” (ztozonej w
2005 roku) a nastepnie kontynuowana do 2013 roku.
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Peptydy przeciwbakteryjne (AMPs) sg czescig wrodzonego ukfadu immunologicznego dziatajgc
zarowno przeciwko bakteriom, grzybom, wirusom jak i komdrkom nowotworowym. Wiekszos¢ z nich ma
strukture peptydu o dtugosci 12-50 aminokwaséw i wypadkowym tadunku dodatnim [Bulet et al., 2004]. Ich
mechanizmem dziatania jest zaburzanie struktury btony poprzez formowanie amfipatycznych struktur
formujgcych pory i prowadzacych do lizy komodrek, w sposéb zalezny jedynie od wfasciwosci
fizykochemicznych bton komdrkowych. Czes¢ z nich moze dziatac takze poprzez mechanizmy
wewnatrzkomdrkowe wigzac sie do receptordw i np. stymulujac produkcje TNFa albo przemieszczajac sie do
wnetrza komérki i hamujac np. replikacje DNA. Na poczatku XX wieku juz kilka z nich przechodzito préby
kliniczne w leczeniu oportunistycznych zakazen m.in. metycylinoopornymi szczepami S. aureus [Bulet et al.,
2004; Reddy et al., 2004]. Ich mechanizm dziatania sprawit, ze sg one takze selektywne w stosunku do
komoérek nowotworowych, ktérych btony komérkowe majg zwykle podwyzszony fadunek ujemny w wyniku
zmian w skfadzie fosfolipidowym i zmian w glikozylacji. Jednakze, ze wzgledu na znaczng réznorodnos$é¢ w
budowie peptyddéw, zaréwno w sktadzie aminokwasowym (bogate w histydyny, tryptofan, bez cysteiny itp.)
jak i formowaniu struktur przestrzennych (o-helisy, B-petle, B-kartki i in.) problematyczne byto okreslenie,
dlaczego niektdre peptydy wywierajg efekt przeciwnowotworowy a inne nie [Hoskin i Ramamoorthy, 2008].

Jako zadanie badawcze postawilismy sobie najpierw okreslenie cytotoksycznosci grupy szesciu
peptydéw o réznorodnej budowie na jednej linii komdrek nowotworowych a potem powigzanie ich dziatania
z ich strukturg. Jako model badawczy zostata uzyta linia U937 ludzkiej biataczki histiocytarnej powszechnie
uzywanej w analizach cytotoksycznosci TNF. Uzywajac testéw cytotoksycznych analizowali$my bezposredni
efekt peptydéw na integralnos¢ btony komadrkowej a takze posredni na komarki nowotworowe analizujgc ich
wptyw na uwalnianie TNFa. Udato nam sie okreslié, ze efekt cytotoksyczny na komérki U937 wywierany byt
jedynie bezposrednio poprzez zaburzenie ciggtosci btony komdrkowej a peptydy dziatajgce poprzez inne
mechanizmy jak Buforyna 2 nie wywieraty efekty cytotoksycznego. Efekt ten zalezny byt nie od specyficznych
motywow strukturalnych obecnych w niektdrych analizowanych peptydach, ale od ich dtugosci wptywajgcej
na formowanie struktur poréw przezbtonowych.

Okresdlenie zaleznosci miedzy strukturg a funkcjg przeciwnowotworowg peptydéw umozliwia ich nie
tylko lepsze wyselekcjonowanie tych o aktywnosci przeciwnowotworowe] sposréd juz ponad tysigca
poznanych peptydow, ale takze okreslenie jakie modyfikacje mogg postuzy¢ optymalizacji ich wtasciwosci w
terapii nowotwordow z uzyciem peptydéw przeciwnowotworowych, nowej klasy zwigzkdw terapeutycznych
[Oelkrug et al., 2015].

Wyniki zostaty przedstawione w ponizszej pracy:

e Koszatka P., Kamysz E., Wejda M., Kamysz W., Bigda J. (2011) Antitumor activity of antimicrobial peptides
against U937 histiocytic cell line. Acta Biochim Pol. 58(1): 111-7. IF: 1,491; MNiSW: 15

Stworzenie wektora docelowego stuzacego do modyfikacji genomu w celu uzyskania nowego modelu
myszy transgenicznej z nadekspresjg CD73 w srédbtonku naczyniowym.

Ze wzgledu na doswiadczenie w opracowywaniu wektoréw docelowych stuzgcych do modyfikacji
genomu w ramach kontynuowanej wspotpracy z laboratorium prof. dr Jirgena Schradera (Institut fir Herz-
und Kreislaufphysiologie/Departament of Cardiovascular Physiology na Uniwersytecie Heinricha-Heinego w
Disseldorfie, Niemcy) uczestniczytam w stworzeniu wektora do nadekspresji CD73 spod promotora
specyficznego dla srédbtonka naczyniowego. Narzedzie to byto przygotowywane dla podprojektu B6: ,Rolle
der cd73/ekto-5'-Nukleotidase in der extrazelluldren Nukleotidkaskade bei akuter und chronischer
Entzindung, Hypoxie und Angiogenese” (,Rola cd73/ekto-5'-nukleotydazy w zewnatrzkomdrkowej
kaskadzie nukleotydéw w trakcie ostrego i chronicznego zapalenia, hypoksji i angiogenezy”) w ramach
projektu SFB612 na lata 2008-2012.
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Do plazmidu pBluescript zostaty wklonowane: promotor Tie2 do tkankowo-specyficznej ekspresji w

komérkach $rédbtonka naczyniowego, cDNA dla ludzkiego genu cd73 oraz fragment genu [B-globiny z

sekwencja intronowg i sekwencjg poliA a takie sekwencja enhancera dla promotora Tie2. Mozliwos¢

wyciecia z plazmidu zestawu sekwencji od promotora do enhancera witgcznie jednym enzymem umozliwia

uzycie tego konstruktu do modyfikacji komdrek za pomocg niehomologicznej rekombinacji. Wektor ten

ulegat ekspresji w komérkach srédbtonka naczyniowego wskazujgc na uzytecznos$é stworzonego narzedzia.

Wyniki zostaty przedstawione w pracy magisterskiej mgr Moniki Kurgan (teraz Gotunskiej) (ztozona w 2010
roku) pt.: "Construction of vectors for ecto-5’ nucleotidase overexpression and preliminary expression".

Wektor ten po wprowadzeniu poprzez mikroiniekcje do przedjadrza zaptodnionej komérki jajowej
ulegnie wbudowaniu do genomu za pomocg niehomologicznej rekombinacji i ekspresji. Moze wiec postuzyé
do stworzenia nowego modelu myszy transgenicznej z nadekspresja CD73 w komodrkach srédbtonka
naczyniowego. Ten model badawczy moze postuzy¢ do oceny roli CD73 w funkcjonowania uktadu
krwionosnego w warunkach jego zwiekszonej ekspresji, zjawiska charakterystycznego dla warunkdéw
patologicznych takich jak np. niedotlenienie czy stan zapalny.

Wykrycie nowych potencjalnych biomarkeréow do diagnostyki guzéw neuroendokrynnych oraz
opracowanie metodyki zwigzanej z analizg ich sekretomu.

Nowotwory neuroendokrynne (NET) sg grupg rzadkich i stabo opisanych nowotworéw wywodzgcych
sie z komodrek endokrynych rozproszonych w catym organizmie cztowieka. Ze wzgledu na ich olbrzymia
roznorodno$é pod wzgledem pochodzenia, zréznicowania, tempa wzrostu jak i cech histologicznych i
biochemicznych ich diagnostyka jest niezwykle utrudniona wymagajgca skomplikowanych metod
biochemicznych i obrazowych [Klimstra et al., 2015]. Uzywane obecnie markery analizowane we krwi lub
moczu pacjentow sg w wiekszosci przypadkéw niedostatecznie specyficzne w stosunku do typu nowotworu
a takze obecne w warunkach fizjologicznych we krwi co utrudnia dostatecznie wczesne rozpoznanie
nowotworu [Lamberts et al., 2001; de Herder, 2007]. Badania przeprowadzone przez Katedre Chemii
Farmaceutycznej i Katedre Endokrynologii i Choréb Wewnetrznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
byto wiec skierowane na znalezienie nowych potencjalnych markeréw zaréwno w moczu pacjentéw jak i w
sekretomie znad hodowli pierwotnych NET. W badaniach tych uczestniczytam ze wzgledu na moje
doswiadczenie w analizie elektroforetycznej i chromatograficznej biatek, ale przede wszystkim z uwagi na
szerokie doswiadczenie w pracy w hodowli komdrek, w tym pracy z hodowlami pierwotnymi guzéw
nowotworowych a takze w hodowli na matrycach 3D.

W tym projekcie po raz pierwszy zastosowano do diagnostyki NET analize profilu hormondéw
sterydowych w moczu pacjentéw. W rezultacie wykazano korelacje miedzy profilem glikokortykosteroidow
(kortyzolu i kortyzonu) a wystepowaniem NET. W tym celu opracowano takze nowg, bardzo czutg metodyke
jednoczesnego pomiaru szesciu hormondw sterydowych za pomocg chromatografii cieczowe;j.

Jednoczesnie przeprowadzana byta analiza poréwnawcza sktadu sekretomu znad nowotworowych
hodowli pierwotnych hormonalnie czynnych guzéw neuroendokrynnych (NET) w poszukiwaniu
specyficznych sygnatur biatkowych charakterystycznych dla produktéw fenotypu wydzielajgcego. Materiat
do badan stanowity préobki tkankowe pobrane od pacjentéw, ktére uzyskano w trakcie operacyjnego zabiegu
usuniecia guza NET. Do wydajnej analizy fenotypu wydzielniczego konieczne byto opracowanie nie tylko
skutecznej techniki izolacji komdrek z préb tkankowych, ale takze hodowli ich w warunkach indukujgcych
polaryzacje komorek i ich aktywno$¢ wydzielniczag. W tym celu konieczne okazato sie hodowanie ich na
podtozu z substancji podstawowej miesaka EHS tzw. Matrigelu. Pozywka bezsurowicza stosowana dla linii
kilku dostepnych obecnie linii NET [Pfragner et al., 2004] okazata sie wystarczajgca dla utrzymania
zywotnosci wyizolowanych komodrek jednakze niewystarczajgca dla stymulacji ich petnej aktywnosci
wydzielniczej. Jednakze analiza sekretomu pozwolita na wskazanie 14 nowych potencjalnych markerow.
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e Plenis A, Miekus N., Oledzka I., Baczek T., Lewczuk A., Wozniak Z., Koszatka P., Seroczyriska B., Skokowski J.
(2013) Chemometric Evaluation of Urinary Steroid Hormone Levels as Potential Biomarkers of
Neuroendocrine Tumors. Molecules 18(10): 12857-76. IF: 2,095; MNiSW: 30
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