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1. Imie i Nazwisko: Katarzyna Roszek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej:

2006 - dyplom doktora nauk biologicznych

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Ogéinej i Molekularnej, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Tytut rozprawy doktorskiej: , Sterolosulfohydrolaza siarczanu cholesterolu z lizosoméw fozyska
ludzkiego”

Promotor: prof. dr hab. Jadwiga Gniot-Szulzycka

Recenzenci: prof. dr hab. Alicja Drabikowska (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa), prof.
dr hab. Alojzy Zgirslfi (Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tddzkiego, £6dz).

1998 - dyplom magistra biologii

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Ogélnej i Molekularnej, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Tytut pracy magisterskiej: ,Aktywnos¢ sulfohydrolityczna wzgledem siarczanu cholesterolu w
oczyszczonej frakeji lizosomalnej z tozyska ludzkiego”

Promotor: prof. dr hab. Jadwiga Gniot-Szulzycka

Recenzent: prof. dr hab. Zofia Bargiel

1998 - dyplom ukoriczenia Migdzywydziatowego Studium Pedagogicznego przy Uniwersytecie
Mikotaja Kopernika w Toruniu

1994 - Dyplom First Certificate in English, grade A, University of Cambridge, England, nr ref.:
94CPL0040064

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

od 1. 10. 2008 do aktualnie — adiunkt w Zaktadzie Biochemii, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, UMK w Toruniu

od 1. 10. 1998 do 30. 09. 2008 — asystent w Zaktadzie Biochemii, Instytut Biologii Ogdlnej i
Molekularnej, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, UMK w Toruniu

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

a/ tytut osiggniecia naukowego:

»Sygnalizacja purynergiczna w mezenchymalnych komérkach macierzystych
i komérkach zréznicowanych, ze szczegélnym uwzglednieniem udziatu ekto-enzyméw
metabolizujgcych puryny”
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b/ publikacje wchodzace w zakres zgtaszanego osiggnigcia naukowego (autor/autorzy, tytut/tytuty
publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

Oswiadczenia wszystkich wspdétautoréw okreslajqce indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
poszczegdlnych publikacji znajdujq sie w Zatqczniku nr 5. Wartosc IF wg JCR i punktacje MNiSW dla
poszczegdlnych publikacji podano zgodnie z rokiem ich opublikowania, z wyjgtkiem publikacji
opublikowanych w roku 2017, dla ktérych przyjeto IF i punktacje MNISW jak w roku 2016.

* zaznaczono autora korespondencyjnego.

1. Roszek K*, Btaszczak A, Wujak M, Komoszyrski M. Nucleotides metabolizing ecto-enzymes as
possible markers of mesenchymal stem cells osteogenic differentiation. Biochem Cell Biol
2013; 91: 176-181.

IF5013 = 2,350; pkt MNiSW = 20

Mdéj wktad w powstanie pracy polegat na wspdtudziale w opracowaniu koncepcji badan,
hodowli komérek macierzystych i optymalizacji warunkdw ich réznicowania oraz oznaczaniu
aktywnosci ekto-enzymow. Wspdtuczestniczytam w opracowaniu wynikéw badarn,
przygotowatam catos¢ manuskryptu w jezyku angielskim oraz bratam udziat w korektach
wydawniczych jako autor korespondencyjny. Mdj udziat procentowy w powstaniu tej pracy
szacuje na 70%.

2. Roszek K*, Bomastek K, Drozdzal M, Komoszyriski M. Dramatic differences in activity of
purines metabolizing ecto-enzymes between mesenchymal stem cells isolated from human
umbilical cord blood and umbilical cord tissue. Biochem Cell Biol 2013; 91: 519-525.

IF2013 = 2,350; pkt MNiSW = 20

Mdéj wktad w powstanie pracy polegat na wspétudziale w opracowaniu koncepcji badan,
pozyskiwaniu krwi pepowinowej, oznaczaniu aktywnosci ekto-enzymdéw i wykonaniu analiz
cytometrycznych. Wspdtuczestniczytam w opracowaniu wynikéw badarn, przygotowatam
cafosé manuskryptu w jezyku angielskim oraz bratam udziat w korektach wydawniczych jako
autor korespondencyjny. Mdj udziat procentowy w powstaniu tej pracy szacuje na 75%.

3. Roszek K*, Porowiriska D, Bajek A, Hotysz M, Czarnecka J. Chondrogenic differentiation of
human mesenchymal stem cells results in substantial changes of ecto-nucleotides
metabolism. J Cell Biochem 2015; 116: 2915-2923.

IFa015 = 3,446; pkt MNiSW = 30

Mdéj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji badar, hodowli komdrek
macierzystych i optymalizacji warunkéw ich réznicowania, oznaczaniu aktywnosci ekto-
enzyméw oraz izolacji RNA. Wspdtuczestniczytam w opracowaniu wynikéw badan,
przygotowatam catos¢ manuskryptu w jezyku angielskim oraz bratam udziat w korektach
wydawniczych jako autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy w powstaniu tej pracy
szacuje na 70%.

4. Roszek K*, Czarnecka J. Is ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase)-
based therapy of central nervous system disorders possible? Mini Rev Med Chem 2015; 15:
5-20 (INVITED REVIEW).

IF2015 = 2,841; pkt MNiSW = 30
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M6j wkiad w powstanie pracy polegat na wspétudziale w opracowaniu koncepcji artykutu,
przeglqdzie literatury i przygotowaniu tekstu manuskryptu w jezyku angielskim. Bratam
udziat w korektach wydawniczych jako autor korespondencyjny. Mdj udziat procentowy w
powstaniu tej pracy szacuje na 60%.

5. Czarnecka J, Porowiriska D, Bajek A, Hotysz M, Roszek K*. Neurogenic differentiation of
mesenchymal stem cells induces alterations in extracellular nucleotides metabolism. J Cell
Biochem 2016, doi 10.1002/jcbh.25664.

IF5016 = 3,446; pkt MNiSW = 25

Méj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan oraz wspétudziale w
hodowli komdrek MSC i komdrek indukowanych w kierunku neurogenezy.
Wspdtuczestniczytam w opracowaniu wynikéw badarn, bratam udziat w redagowaniu tekstu
manuskryptu w jezyku angielskim oraz w korektach wydawniczych jako autor
korespondencyjny. Mdéj udziat procentowy w powstaniu tej pracy szacuje na 20%.

6. Roszek K*, Makowska N, Czarnecka J, Porowiriska D, Dgbrowski M, Danielewska J, Nowak W.
Canine adipose-derived stem cells: purinergic characterization and neurogenic potential for
therapeutic applications. J Cell Biochem 2017; 118: 58-65.

IF2016 = 3,446; pkt MNiSW = 25

Méj wktad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji badarn, koordynowaniu i
interpretacji doswiadczeri, hodowli komdrek macierzystych i optymalizacji warunkéw ich
réznicowania, oznaczaniu aktywnosci ekto-enzymdw oraz izolacji RNA. Wspdtuczestniczytam
w opracowaniu wynikéw badan, przygotowatam catos¢ manuskryptu w jezyku angielskim,
bratam udziat w korektach wydawniczych jako autor korespondencyjny. MOj udziat
procentowy w powstaniu tej pracy szacuje na 70%.

7. Wujak M, Hetmann A, Porowiriska D, Roszek K*. Gene expression and activity profiling reveal
a significant contribution of soluble phosphotransferases to the metabolism of extracellular
nucleotides in HUVEC endothelial cells. J Cell Biochem 20163, doi 10.1002/jcb.25791.

IF2016 = 3,446; pkt MNISW = 25

Moj wkitad w powstanie pracy polegat na opracowaniu koncepcji badar i optymalizacji
hodowli komdrek HUVEC. Wspétuczestniczytam w opracowaniu wynikéw badan, bratam
udziat w redagowaniu tekstu manuskryptu w jezyku angielskim oraz w korektach
wydawniczych jako autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy w powstaniu tej pracy
szacuje na 25%.

Sumaryczny IF osiggniecia = 21,325
llos¢ punktow MNiISW =175

¢/ omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego'wykorzystania - cytowania prac naukowych wchodzacych w zakres zgtaszanego

osiggnigcia naukowego zostaty podkreslone. Wszystkie cytowania umieszczono w spisie literatury.
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Wprowadzenie

Zewnatrzkomérkowe nukleotydy i nukleozydy purynowe s3 czasteczkami sygnalizacyjnymi,
ktére uczestnicza w regulacji wielu proceséw fizjologicznych w organizmie, m. in. transmisji
synaptycznej, hemostazy i odpowiedzi immunologicznej [Burnstock 2007, 2009, Burnstock i Ralevic
2014]. Na poziomie komérkowym czasteczki te regulujg aktywnos¢ kanatéw jonowych oraz wywotujg
efekty troficzne: wptywaja na procesy proliferacji, apoptozy, migracji i réznicowania komdrek
[Burnstock i Verkhratsky 2010, Burnstock i Ulrich 2011, Glaser i wsp. 2012]. Uwalnianie nukleotydow
w warunkach patologicznych i/lub dtugotrwata ekspozycja komérek na te czgsteczki (w szczegdlnosci
ATP) moga takze generowaé efekty cytotoksyczne, inicjowac i amplifikowac procesy zapalne oraz
hamowac proliferacje(wiekszoéci wyspecjalizowanych komérek [ldzko i wsp. 2014, Cauwels i wsp.
2014)]. Metabolizm ekto-nukleotydéw wymaga precyzyjnej regulacji, gdyz jest przyktadem czutego
uktadu réwnowagowego — zaréwno nadmierne zwiekszenie stezenia, jak i brak ATP czy ADP w
przestrzeni pozakomérkowej lub zmiana ich wzajemnych proporcji, moga prowadzi¢ do zmiany
jakosci sygnatu i proceséw patologicznych. Stezenie nukleotydéw wewnatrz komérki wynosi okoto 1-
2 mM, podczas gdy do aktywacji receptoréw i inicjacji sygnatu nukleotydowego na zewnatrz komorki
wystarcza juz stezenia mikromolowe, a nawet nanomolowe [Zimmermann 2016]. Ekto-enzymy
metabolizujgce nukleotydy odpowiadajg za terminacjg sygnatu nukleotydowego oraz utrzymywanie
réwnowagi stezeri puryn w $rodowisku zewnatrzkomérkowym, a nieprawidtowosci w zakresie
funkcjonowania ekto-enzyméw lezg u podtoza wielu schorzeri [Robson i wsp. 2006, Zimmermann i
wsp. 2012, Roszek i Czarnecka 2015].

W literaturze wiele miejsca poswiecono sygnalizacji purynergicznej, ze szczegdélnym
uwzglednieniem poziomu ekspresji i rozmieszczenia receptoréw nukleotydowych (typu P2X i P2Y)
oraz receptoréw adenozyny (typu P1) w réznych typach komérek. Natomiast kwestia udziatu ekto-
enzyméw metabolizujacych nukleotydy, profilu ich ekspresji i aktywnosci, byta przez wiele lat
niewystarczajgco badana i opisywana.

Ekto-enzymy uczestniczace w metabolizmie puryn to przedstawiciele kilku rodzin klasy
hydrolaz oraz kinazy. Ich obecnos$¢ stwierdzono we wszystkich przebadanych dotad organizmach
i tkankach. Z uwagi na pochodzenie oraz réznice w mechanizmie katalizowanych reakcji wyrézniamy
cztery rodziny ekto-nukleotydaz: ekto-NPP (ekto-pirofosfatazy/fosfodiesterazy nukleotydéw, ang.
ecto-nucleotide  pyrophosphatase/phosphodiesterase; EC  3.1.4.1), ekto-NTPDazy (ekto-
fosfohydrolazy di- i trifosfonukleozydéw, ang. ecto-nucleotide triphosphate diphosphohydrolase; EC
3.6.1.5) oraz alkaliczne fosfatazy (EC 3.1.3.1) i ekto-5’-nukleotydazy (EC 3.1.3.6) [Robson i wsp. 2006,

Zimmermann i wsp. 2012]. Druga grupg ekto-enzymoéw, wspdétuczestniczacych w regulacji stezenia
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nukleotydéw, sg kinazy nukleotydowe, a wéréd nich kinaza adenylanowa (EC 2.7.4.3), ktéra katalizuje
transfer grupy fosforanowej pomiedzy nukleotydami [Yegutkin 2008]. Wspétdziatanie ekto-enzyméw
z réznych klas pozwala na utrzymywanie w przestrzeni pozakomdrkowej réwnowagi miedzy
ligandami receptoréw P1 i P2 (Ryc. 1A), a tym samym regulacje jakosci, intensywnosci i czasu trwania

sygnatu nukleotydowego (Ryc. 1B).
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Ryc. 1. System sygnalizacji purynergicznej w przestrzeni pozakomérkowej. A/ wspétdziatanie ekto-enzyméw
w utrzymaniu réwnowagi nukleotydowej; B/ aktywacja receptoréw typu P. Objasnienia skrétéw: NPP -
pirofosfataza nukleotydowa, NTPDaza - fosfohydrolaza di- i trifosfonukleozydéw, AP - alkaliczna fosfataza,
AK - kinaza adenylanowa, 5’-NT - 5’-nukleotydaza; szczegéty w tekscie.

Niewystarczajagce dane literaturowe dotyczace udziatu ekto-enzyméw metabolizujgcych
nukleotydy w regulacji sygnalizacji purynergicznej oraz wstepne badania ex vivo nad aktywnoscia
tych enzyméw w réznych tkankach ludzkich i zwierzecych, prowadzone w Zaktadzie Biochemii w
zespole prof. Komoszyriskiego [Kukulski i wsp. 2004, tecka i wsp. 2010, Czarnecka i wsp. 2011],
zaowocowaty podjeciem przeze mnie tematyki badawczej zwigzanej z udziatem sygnalizacji
purynergicznej, ze szczegélnym uwzglednieniem ekto-enzyméw metabolizujgcych puryny, w fizjologii
réznych typédw komérek w hodowlach in vitro. W toku badar okazato sig, ze komdrki macierzyste
znaczaco roznig éie wrazliwoscia na sygnat purynergiczny i profilem aktywnosci ekto-enzymoéw
metabolizujgcych nukleotydy od komérek indukowanych do réznicowania i komérek dojrzatych.

Wynika to z ich szczegélnych wtaéciwosci biologicznych, zaangazowania W procesy regeneracji i
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zdolnoéci do immunosupresji. Stad tez zrodzita si¢ moja koncepcja skierowania uwagi na analizg
poréwnawcza elementéw systemu sygnalizacji purynergicznej w wyzej wymienionych typach

komorek.

Celem naukowym prezentowanego cyklu prac byto:

- okreélenie réinic we wrazliwoéci mezenchymalnych komdrek macierzystych, komorek
indukowanych do réznicowania oraz komérek dojrzatych na sygnaty nukleotydowe

- zbadanie profilu aktywnosci i ekspresji ekto-enzyméw uczestniczacych w metabolizmie puryn na
powierzchni mezenchymalnych komérek macierzystych, komérek indukowanych do réznicowania
oraz komérek dojrzatych

- okreslenie zaleznosci pomiedzy profilem sygnalizacji purynergicznej komérek a ich wtasciwosciami

biologicznymi, potencjatem proliferacyjnym i mozliwosciami réznicowania.

Omdéwienie uzyskanych wynikow

Cykl siedmiu prac wchodzacych w zakres zgtaszanego osiggnigcia naukowego dotyczy analizy
profilu sygnalizacji purynergicznej (czyli wrazliwosci na zewngtrzkomérkowe sygnaty nukleotydowe i
zdolnosci do ich modyfikacji) mezenchymalnych komdrek macierzystych (MSC) izolowanych z réznych
zrédet, komérek indukowanych do rdéznicowania i komérek dojrzatych. W swojej pracy badawczej
szczegélny nacisk potozytam na uwzglednienie udziatu ekto-enzyméw metabolizujgcych puryny,
dotychczas niedocenianych, a przeciez aktywnie kontrolujacych stezenie ekto-nukleotydéw i
nukleozydéw w przestrzeni pozakomérkowej, a tym samym regulujgcych jakosc, site i czas trwania
sygnatu nukleotydowego.

Dane literaturowe opublikowane w latach 2007-2011 [Riddle i wsp. 2007, Coppi i wsp. 2007,
Katebi i wsp. 2008, Ferrari i wsp. 2011] byly pierwszymi dotyczacymi udziatu sygnalizacji
nukleotydowej w fizjologii komérek macierzystych. Wyniki tych prac wskazujg na pro-proliferacyjne
dziatanie adenozyny oraz przeciwstawny wptyw ATP na regulacje tempa proliferacji MSC. Niestety, s3
to dane niepetne, czesto trudne do poréwnania, dotycza réznych typéw komérek oraz nie
uwzgledniaja obecnosci i aktywnosci ekto-enzyméw w przestrzeni zewnatrzkomérkowej. Trudno
zatem na ich podstawie wyciggna¢ jednoznaczne wnioski dotyczgce wptywu sygnatu nukleotydowego
na komorki macierzyste.
Realizujgc postawione sobie cele naukowe, w pierwszym etapie swojej pracy badawczej
wykorzystatam- jako model eksperymentalny hodowle in vitro mezenchymalnych komdrek
macierzystych izolowanych z réznych tkanek zwierzecych i ludzkich. MSC to komérki pozyskiwane z

tkanek dojrzatych organizmoéw (gtéwnym ich zrédtem jest szpik kostny, tkanka ttuszczowa, miazga
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zebdéw mlecznych) oraz z tkanek okotoporodowych (krew pepowinowa, sznur pepowiny) [Bieback i
Kliiter 2007, Roszek i Komoszyriski 2008, Gese i Roszek 2011]. Cechujg sie dos¢ znaczng
heterogennoscia w zakresie warunkéw hodowli, tempa proliferacji i mozliwosci réznicowania,
dlatego ich zdefiniowanie wymagato ustalenia tzw. kryteriéw minimalnych. Wedtug tych kryteriéw
MSC to komdrki adherentne, wykazujgce obecnosé¢ markeréw powierzchniowych CD90, CD105 i
CD73, brak ekspresji antygenéw hematopoetycznych (np. CD34) oraz zdolnos¢ do réznicowania in
vitro przynajmniej w osteoblasty, chondroblasty i adipocyty [Dominici i wsp. 2006, Ho i wsp. 2008,
Mafi i wsp. 2011]. Analiza danych literaturowych dowodzi tez zdolnosci MSC do réznicowania w inne
komérki, zarébwno pochodzenia mezodermalnego (migsnie gtadkie, endotelium), jak i w komdrki
neuralne [Janeczek-Portalska i wsp. 2012, Taran i wsp. 2014, Kaebisch i wsp. 2015].

Pod koniec 2007 roku, po odbyciu stazu z zakresu hodowli komérkowej w Zaktadzie Inzynierii
Tkankowej Collegium Medicum w Bydgoszczy, rozpoczetam wspétprace z Oddziatem Ginekologiczno-
Potozniczym Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu w zakresie
pozyskiwania krwi pepowinowej i sznura pgpowiny. Na badania uzyskatam zgode lokalnej Komisji
Bioetycznej. Z pobranego materiatu izolowatam komérki MSC oraz samodzielnie zoptymalizowatam
warunki ich hodowli. Nastepnie, mezenchymalne komdrki macierzyste indukowatam w warunkach in
vitro do réznicowania w kierunku osteoblastéw, chondroblastéw i komérek neuroprogenitorowych.
Prowadzitam tez hodowle mysich MSC ze szpiku kostnego, ktdére rdznicowatam gtéwnie do
osteoblastow. ;

Opublikowane w latach 2012-2013 wstepne wyniki moich badarh wykazaty mozliwosé
kontroli potencjatu proliferacyjnego mezenchymalnych komérek macierzystych hodowanych w
warunkach in vitro przez suplementacje pozywki hodowlanej odpowiednimi stezeniami adenozyny,
ATP lub bzATP (analog ATP, agonista receptoréw P2X). Zgodnie z danymi literaturowymi adenozyna
stymulowata proliferacje MSC, co ciekawe, podobny efekt zaobserwowatam takze w obecnosci

niskich, mikromolowych stezeri ATP [Roszek i wsp. 2013a]. W celu wyjasnienia czy ekto-nukleotydy i

ekto-adenozyna, dodawane do pozywki hodowlanej, podlegaja przemianom metabolicznym przy
udziale ekto-enzyméw, konieczna byta analiza ich aktywnosci. Do oznaczeri jakosciowych i
ilosciowych nukleotydéw i nukleozydéw, bedacych produktami przemian katalizowanych przez ekto-
enzymy, wykorzystywatam metode HPLC. Izolowatam takze RNA z badanych komérek w celu analizy
ekspresji gendw kodujgcych ekto-enzymy zaangazowane w metabolizm nukleotydéw.

W wyniku przeprowadzonych analiz ekspresji i aktywnosci enzyméw stwierdzitam po raz pierwszy
obecnoséé transkryptéw oraz aktywnos¢ ekto-enzyméw metabolizujacych nukleotydy, tj. ekto-
NTPDazy 1, 3 i 8 w niezréznicowanych mysich mezenchymalnych komérkach macierzystych ze szpiku
kostnego oraz w komdrkach réznicowanych w kierunku osteoblastow [Roszek i wsp. 2012, Roszek i

wsp. 2013a]. Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na wnioskowanie, ze réznicowanie komérek

8
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macierzystych in vitro zmienia profil ekspresji i aktywnosci ekto-enzyméw metabolizujgcych puryny
[Roszek i wsp. 2012, Roszek i wsp. 2013a]. W zréznicowanych osteoblastach roénie ekspresja i
aktywnos$é¢ ekto-NTPDaz i ekto-kinazy adenylanowej, spada natomiast aktywnos$¢ ekto-5'-
nukleotydazy. Dominujagcym kierunkiem metabolizmu nukleotydéw staje sig¢ hydroliza ATP i ADP,
spada natomiast intensywno$¢ hydrolizy AMP do adenozyny (katalizowanej przez 5’-nukleotydazg).
Zmienia sie réwniez wrazliwos¢ komorek zréznicowanych na nukleotydy: ATP w przestrzeni
pozakomdrkowej, jeéli nie zostanie usunigty przez aktywne ekto-enzymy, interpretowany jest jako
sygnat do obnizenia tempa proliferacji.

W dalszych badaniach wykazatam réznice w aktywnosci ekto-5'-nukleotydazy (CD73, 5'-NT)
na powierzchni ludzkich komérek MSC izolowanych z krwi pgpowinowej i sznura pgpowiny [Roszek i
wsp. 2013b]. Biatko«CD73 jest uznane jako jeden z markeréw mezenchymalnych komdrek
macierzystych, ale bada sie najczesciej jego obecnos¢, a nie aktywnos$¢ enzymatyczng. Natomiast
biorac pod uwage funkcjonowanie systemu sygnalizacji purynergicznej, konieczne jest okreslenie
aktywnosci tej ekto-nukleotydazy. To nowatorskie podejscie pozwolito mi na stwierdzenie zaleznosci
miedzy aktywnoscia 5-NT a tempem proliferacji mezenchymalnych komérek macierzystych.
Wyniki moich badan wskazuja, ze wysoka aktywnos¢ 5’-NT cechuje komérki o duzym potencjale
proliferacyjnym, podatne na stymulujace dziatanie ekto-adenozyny. Aktywnos¢ ekto-NTPDaz na

powierzchni tych komérek jest niska [Roszek i wsp. 2013b]. Ponadto, w serii eksperymentéw

udowodnitam, ze komdrki MSC pochodzace z réznych tkanek maja inny profil ekspresji i aktywhoéci
ekto-enzyméw metabolizujgcych puryny, a to znajduje odzwierciedlenie w odmiennych
wiaéciwosciach, wrazliwoéci na nukleotydy i potencjale biologicznym tych komérek. Réznice te
korelujg takze z obecnoscia markeréw mezenchymalnych komérek macierzystych (CD90, CD105,
CD73). Analiza cytometryczna wykazata, ze komérki o wysokiej aktywnosci 5’-NT i niskiej aktywnosci

NTPDazowej prezentuja na powierzchni antygeny CD90, CD105 i CD73 [Roszek i wsp. 2013b].

Otrzymane wyniki pozwolity na wyciggniecie poczatkowych wnioskéw o powigzaniu
aktywnosci ekto-nukleotydaz z potencjatem biologicznym MSC — komérki z wysoka aktywnoscia 5’-
nukleotydazy katalizujacej produkcje adenozyny z AMP, a pozbawione aktywnosci ekto-NTPDaz to
komoérki pierwotne, niezréznicowane, o duzym potencjale proliferacyjnym i regeneracyjnym,
reagujace wzrostem tempa proliferacji na ekto-adenozyne oraz na niewielkie stgzenia ATP w
érodowisku zewnatrzkomérkowym. Z kolei komérki o niskim potencjale biologicznym lub komérki
indukowane do réznicowania cechuje obecno$é NTPDaz aktywnie usuwajacych ekto-ATP oraz niska
aktywnosé 5’-nukleotydazy. Komorki takie na obecnos¢ pozakomérkowego ATP reagujg spadkiem
tempa proliferacji, a wiec wszelkie nieprawidtowosci w aktywnosci ekto-nukleotydaz skutkujg

inicjacja proceséw patologicznych. Uzyskane wyniki byty tak interesujace, ze pociggnefo to za sobg
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koniecznoé¢ dalszych badai nad komoérkami MSC i wywodzacymi sie z nich komorkami
zréznicowanymi. Badania te uzyskaty finansowanie w ramach grantu Rektora UMK (Grant Rektora nr

501-B/2013).

Nawiazanie w 2012 roku wspétpracy z Polskim Bankiem Komérek Macierzystych (PBKM) w
Warszawie pozwolito mi na udoskonalenie warsztatu badawczego i optymalizacje metod hodowli
mezenchymalnych komérek macierzystych ze sznura pepowiny (UC-MSC). Tym samym
zapoczatkowatam dynamiczny rozwdj hodowli komérek macierzystych w Zaktadzie Biochemii UMK
oraz ich wykorzystanie jako modelu badawczego, kontynuowane do chwili obecne;j.

Realizacja badari z wykorzystaniem UC-MSC potwierdzita wczedniejsze obserwacje, tj. zmiany profilu
ekspresji i aktywnosci ‘ekto-enzyméw metabolizujagcych puryny w mezenchymalnych komérkach

macierzystych indukowanych do rdéznicowania [Roszek i wsp. 2015, Czarnecka i wsp. 2016]. W

komérkach indukowanych do réznicowania w chondrocyty rosnie ekspresja i aktywnos¢ ekto-
NTPDaz (szczegélnie ekto-NTPDazy 1 i 3), spada natomiast ekspresja i aktywnos¢ ekto-5’-
nukleotydazy. Dominujagcym kierunkiem metabolizmu nukleotydéw staje sig, podobnie jak w
przypadku osteoblastéw, hydroliza ATP i ADP, spada natomiast intensywno$¢ hydrolizy AMP do
adenozyny [Roszek i wsp. 2015]. Réwniez w komérkach neuroprogenitorowych znaczaco wzrasta
poziom ekspresji btonowych ekto-NTPDaz 1, 3 i 8, co znajduje odzwierciedlenie we wzroscie
aktywnosci hydrolitycznej wzgledem ATP i ADP [Czarnecka i wsp. 2016]. Ekspresja genu kodujécego
5-NT spada, chociaz aktywno$¢ tego enzymu pozostaje na zblizonym poziomie, co moze by¢
wynikiem krétkiego, 3-dniowego okresu indukcji neurogenezy i obecnoscia biatka enzymatycznego w
btonie komoérkowej. Co ciekawe, w komoérkach indukowanych w kierunku neurogenezy
suplementacja 20 i 100 pM ATP dodatkowo zwigksza wydajnos¢ réinicowania, co zostato
potwierdzone analiza immunomagnetyczng obecnosci antygendw powierzchniowych. Wydajnos¢
réznicowania wyrazona zostata jako odsetek komérek prezentujgcych na powierzchni antygen NCAM
(marker prekursoréw neuronalnych) lub A2BS (marker prekursoréw gleju). Jednoczesnie wzrasta
kilkukrotnie aktywno$¢ hydrolityczna tych komérek wzgledem ekto-ATP i ekto-ADP, w poréwnaniu z

komérkami neuroprogenitorowymi réznicowanymi bez suplementacji ATP [Czarnecka i wsp. 2016].

Podsumowujagc  wyniki powyzszych badan, nalezy postawi¢ pytanie: dlaczego
niezréznicowane komorki macierzyste prezentujg niskg aktywnos¢ hydrolityczng wzgledem ATP i
ADP, ktéra roénie dopiero w trakcie réznicowania? W mojej opinii jest to spowodowane faktem, iz
sygnat w postaci ATP jest odbierany przez MSC jako bodziec do ich mobilizacji, zwigkszenia tempa
proliferacji, wydajnosci réznicowania i regeneracji lokalnych uszkodzen. Nie moze wigc by¢

usuwany na drodze hydrolizy przez aktywne ekto-NTPDazy. W trakcie eksperymentéw potwierdzitam
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wielokrotnie, iz mezenchymalne komoérki macierzyste cechuje odmienna od komérek
zréznicowanych wrazliwoé¢ na sygnaly ekto-nukleotydowe, co wigze si¢ niewatpliwie z ich

szczegblnym potencjatem i zdolnoscig do regeneracji tkanek oraz proceséw naprawczych.

Podobne wyniki uzyskatam takie w trakcie badan psich mezenchymalnych komérek
macierzystych izolowanych z tkanki ttuszczowej - niezréznicowanych oraz indukowanych w kierunku
neurogenezy [Roszek i wsp. 2017]. Komérki niezréznicowane, o duzym potencjale proliferacyjnym i
regeneracyjnym sg pozbawione aktywnosci NTPDaz, a na mikromolowe stgzenia ATP i adenozyny w
$rodowisku zewngtrzkomérkowym reagujg wzrostem tempa proliferacji. Komérki indukowane do
réznicowania cechuje znaczacy (w przypadku psich MSC nawet kilkunastokrotny) wzrost aktywnosci
NTPDaz. Wydaje sig, iz niezaleznie od Zrédta, z ktérego pozyskujemy MSC, ich potencjat biologiczny
(tj. tempo proliferacji i zdolno$¢ do réznicowania) wzrasta w obecnosci niewielkich, mikromolowych
stezen ATP. Zaobserwowane w naszym laboratorium réznice wskazuja na odmienne ,oblicze” ATP i
inny niz wytacznie cytotoksyczny wptyw ATP na mezenchymalne komérki macierzyste hodowane in
vitro. O tym, ze jest to efekt sygnalizacji zewnatrzkomdrkowej, inicjowany aktywowaniem
receptoréw typu P2X, $wiadczy podobny wptyw bzATP, ktéry jest silnym agonistg tych receptoréw
[Roszek i wsp. 2017].

Tym niemniej, w literaturze ATP funkcjonuje jako czasteczka o dziataniu cytotoksycznym, chociaz
coraz wiecej jest przestanek wskazujacych na jej ,drugg twarz” i dziatanie anty-apoptotyczne‘oraz
zwiekszajace tempo proliferacji [Leung 2011, Adinolfi i wsp. 2009]. Wyniki prowadzonych przeze
mnie badan wskazuja, ze ATP generuje efekty cytotoksyczne oraz hamuje proliferacje komérek
zréznicowanych i dojrzatych, podczas gdy w mezenchymalnych komérkach macierzystych zwigksza
tempo proliferacji i/lub zdolno$¢ do réznicowania, a tym samym ich potencjat regeneracyjny. Efekt
promowania proliferacji i réznicowania przez sygnat nukleotydowy jest szczegdlnie widoczny w

komoérkach indukowanych w kierunku neurogenezy [Czarnecka i wsp. 2016], co znajduje

potwierdzenie w rosnacej ilosci podobnych obserwacji publikowanych ostatnio przez inne zespoty
badawcze [Bocazzi i wsp. 2014, Miras-Portugal i wsp. 2016].

Spoéréd ekto-nukleotydéw, ATP jest uznany za najsilniejszy aktywator proceséw zapalnych.
Wydzielany podczas stresu komoérkowego petni funkcje czasteczki typu DAMP (ang. danger-
associated molecular-pattern molecule) i aktywuje odpowiedZ komoérek na warunki stresowe.
Powszechnie akceptowany jest fakt, ze w uktadzie nerwowym wysoki poziom ATP (uwalnianego z
uszkodzonych komérek i nie usuwanego przez czgsto dysfunkcyjne ekto-nukleotydazy) lezy u podfoza
przedtuzajacych sie stanéw zapalnych i choréb neurodegeneracyjnych [Sperlagh i wsp. 2006]. W
literaturze istnieja tez doniesienia o zastosbwaniu NTPDazy (apirazy) w uktadach in vitro i in vivo w

celu usuwania ATP w $rodowisku zewnatrzkomérkowym, a tym samym zmniejszenia efektow
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ekscytotoksycznych nukleotydu [Bayliss i wsp. 2014, Li i wsp. 2014, Marcus i wsp. 2003]. Przeglad
literatury i podsumowanie wiedzy na temat mozliwosci wykorzystania terapeutycznego NTPDazy,
w szczegoélnosci w schorzeniach i dysfunkcjach uktadu nerwowego, zawartam w pracy przegladowej
napisanej na zaproszenie do numeru specjalnego Mini Reviews in Medicinal Chemistry [Roszek i
Czarnecka 2015]. Takie podejscie terapeutyczne powinno jednak uwzglednia¢ fakt pozytywnego
wptywu ATP na niektére typy komorek i dazy¢ nie do catkowitego usuwania tego nukleotydu z

przestrzeni zewnatrzkomdrkowej, ale raczej do przywrdcenia réwnowagi nukleotydowe;j.

Opisane powyzej roznice w profilu purynergicznym dotycza komérek MSC indukowanych do
réznicowania w osteoblasty, chondrocyty czy komédrki linii neuronalnej, co dowodzi ze zmiany
pojawiajg sig na wczesnych etapach indukcji réznicowania i dojrzewania komérek. Jako uzupetnienie i
potwierdzenie tych wnioskéw, postanowitam okresli¢ profil sygnalizacji purynergicznej w komérkach
wyspecjalizowanych, uzywajac jako modelu linii komérkowej ludzkich komérek endotelialnych zyty
pepowinowej (HUVEC). Uzyskane wyniki wskazujg na najwyzszy poziom ekspresji NTPDazy 1 wsrod
NTPDaz btonowych, co wigze sie¢ z dominujgcg aktywnoscig hydrolityczng wzgledem ATP i ADP na
powierzchni komérek HUVEC [Wujak i wsp. 2016a]. Co ciekawe, aktywnos¢ ekto-nukleotydaz

$rednio 2,5-krotnie przewyisza aktywnos$¢ pozakomérkowych egzo-enzyméw hydrolizujacych
nukleotydy i wydzielanych przez komérki HUVEC. Odwrotng zaleznos¢ obserwujemy w przypadku
enzyméw katalizujacych fosfotransfer, tj. kinazy adenylanowej (AK) i kinazy difosfonukleoszéw
(NDPK) — aktywno$¢ ekto-AK i ekto-NDPK sg $rednio 2-krotnie nizsze od aktywnosci rozpuszczalnych
form tych enzyméw wydzielanych do $rodowiska zewnatrzkomérkowego. Otrzymane wyniki
pozwalaja na wnioskowanie, ze dominujagcym kierunkiem metabolizmu nukleotydéw na
powierzchni komérek HUVEC i w ich lokalnym mikrosrodowisku jest, podobnie jak w przypadku
osteoblastéow, chondrocytéw i komérek neuroprogenitorowych, hydroliza ATP i ADP. Natomiast
wydzielane pozakomérkowo formy egzo-AK i egzo-NDPK, odpowiedzialne za fosfotransfer i resynteze

ATP, mogg kontrolowaé poziom nukleotydéw we krwi, a tym samym oddziatywa¢ réwniez na inne

typy komérek [Wuijak i wsp. 2016a].

Wyniki przedstawione w opisanych powyzej pracach, zgtaszanych jako osiagniecie naukowe,
jednoznacznie wskazujg na odmienny profil sygnalizacji purynergicznej w réznych typach komérek.
Hydroliza ATP i ADP w macierzy zewngtrzkomérkowej, katalizowana przez prawidtowo funkcjonujace
ekto-NTPDazy zréznicowanych komdrek, petni role mechanizmu obronnego, chronigcego komoérki
dojrzate przed dziataniem cytotoksycznym nukleotydéw. W przypadku mezenchymalnych komérek
macierzystych, mikromolowe stezenia ATP zwigkszajg ich tempo proliferacji i/lub zdolno$¢ do

réznicowania, a tym samym ich potencjat regeneracyjny. Dlatego, biorgc pod uwage zfozonos¢
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mikro$rodowiska i mozliwg obecno$¢ mezenchymalnych komdrek macierzystych, nalezy rozwazyc¢
celowo$é catkowitego usuwania ATP, co sugeruje si¢ czasami jako potencjalny kierunek terapii

choréb o etiologii nukleotydowej.

Podsumowanie

Réinice w odpowiedzi réinych typéw komérek na sygnat nukleotydowy dotychczas
tlumaczono niemal wytgcznie réznicami w ekspresji receptoréw typu P. Receptory te sg jednak
powszechnie obecne na btonie komdrkowej, zaréwno komérek macierzystych jak i komérek
wyspecjalizowanych [Zippel i wsp. 2012, Kaebisch i wsp. 2015, Cavaliere i wsp. 2015, Oliveira i wsp.
2016], a nieznaczne zmiany w poziomie ich ekspresji nie ttumacza wystarczajgco tak ogromnej
réznorodnosci efektéw. fizjologicznych i patologicznych. Z badan prezentowanych w ramach

zgtaszanego osiggniecia naukowego wynika, ze:

1/ nadrzedng role w determinowaniu jakosci sygnatu nukleotydowego i odpowiedzi
komérkowej petnig ekto-enzymy zaangazowane w metabolizm nukleotydéw, odmiennie
eksprymowane w réinych typach komérek. Co wiecej, réznice w profilu ekspresji i
aktywnosci ekto-enzyméw korelujg z tempem proliferacji czy wydajnoscig réznicowania
komérek, a wiec enzymy te moga by¢ brane pod uwage jako markery potenchafu
biologicznego.

2/ mezenchymalne komdrki macierzyste cechuje odmienna wrazliwo$¢ na sygnat
nukleotydowy, w szczegdlnosci na ATP. W efekcie, na sygnaty uszkodzenia komérek w
lokalnym mikrosrodowisku, MSC reagujg wzrostem tempa proliferacji i/lub zwigkszeniem
efektywnosci regeneracji tkanek oraz proceséw naprawczych.

3/ nie zawsze poizadane jest obnizanie stezenia i/lub catkowite usuwanie ATP ze
$rodowiska zewnatrzkomérkowego. Nukleotyd ten aktywuje potencjat biologiczny
mezenchymalnych komérek macierzystych, zwiekszajac ich tempo proliferacji lub
efektywnosé¢ réznicowania, zaleznie od warunkéw panujacych lokalnie, w niszy komérek
macierzystych. Z tego punktu widzenia konieczne jest utrzymanie i precyzyjne

kontrolowanie réwnowagi nukleotydowej na zewnatrz komorki.

Uzyskane przeze mnie wyniki i zaprezentowane wnioski majg fundamentalne znaczenie dla
petnego poznania elementéw systemu sygnalizacji purynergicznej w komérkach ludzkich i
zwierzecych. Okreélenie profilu purynergicznego réznych typéw komérek stanowi niewatpliwy wktad

w badania podstawowe dotyczace sygnalizacji zewnatrzkomérkowej, ale takie jest istotne dla
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nowych rozwigzarh metodycznych w hodowli komérek in vitro. Znajomos¢ profilu sygnalizacji
purynergicznej pozwala na dostosowana do typu komérek, odpowiednio ukierunkowang kontrolg ich
potencjatu biologicznego in vitro oraz jest pomocna w opracowywaniu terapii schorzer, wynikajgcych

z nieprawidtowego poziomu ekto-ATP.

Perspektywy wykorzystania otrzymanych wynikéw

Badania dotyczace nukleotydéw i nukleozydéw purynowych oraz aktywnosci ekto-enzymow
metabolizujacych puryny na powierzchni komérek w hodowlach in vitro stanowig istotny wktad w
kompleksowa charakterystyke wszystkich elementéw sktadajacych sig na system sygnalizacji
purynergicznej. Wydaje sie, ze rola ekto-enzyméw byta dotad niedoceniana. A przeciez to wtasnie
aktywno$¢ ekto-nukleotydaz i ekto-kinazy adenylanowej reguluje poziom zewnatrzkomérkowych
nukleotydéw i nukleozydéw, determinujgc tym samym jakos$¢, intensywnos¢ i czas trwania sygnatu
nukleotydowego, co pozwala na dostosowanie odpowiedzi fizjologicznej do lokalnych warunkéw
mikroérodowiska zewnatrzkomérkowego. W odniesieniu  do mezenchymalnych komérek
macierzystych, poznanie ich odmiennej wrazliwosci na sygnat nukleotydowy przyczynia sig do
lepszego zrozumienia fizjologii tych komérek, sposobéw kontroli ich potencjatu biologicznego,
efektywnego namnazania i réznicowania. Jest to szczegélnie istotne w warunkach hodowli in vitro i
znaczgco poszerza mozliwosci aplikacyjnego (terapeutycznego) zastosowania MSC.

Enzymami, ktére biorg udziat w regulacji stezenia ekto-nukleotydéw sa m.in. fosfohydrolaza
di- i trifosfonukleozydéw (NTPDazal) oraz kinaza adenylanowa (AK). Wydaje sig, ze NTPDaza jest
enzymem dobrze poznanym i scharakteryzowanym pod wzglgdem kinetycznym [Zimmermann i wsp.
2012, Baqi 2015], natomiast doktadna analiza wtasciwosci kinetycznych ludzkiej izoformy AK1 zostata
ostatnio wykonana w naszym laboratorium [Wujak i wsp. 2016b]. Na tej podstawie sadzimy, iz w
aplikacjach in vitro wykorzystat mozna modulatory aktywnosci lub egzogenne ekto-enzymy
metabolizujgce  nukleotydy, immobilizowane i dostarczane do komérek za pomoca
nanostrukturalnych uktadéw transportujgcych (wniosek pt. ,NTPDaza immobilizowana na
nanonoénikach do kontrolowanego usuwania ATP w $rodowisku zewnatrzkomérkowym - badania in
vitro” ztozony do NCN — konkurs Sonata Bis 6; wniosek w trakcie oceny merytorycznej). W dalszej
perspektywie, prowadzone z moim udziatem badania zmierzaja do opracowania systemow
biokatalitycznych, wykorzystujgcych réine ekto-enzymy (NTPDaza, kinaza adenylanowa)
immobilizowane na innowacyjnych  materiatach  nanostrukturalnych,  wszechstronnego
przetestowania ich przydatnosci do kontrolowania réwnowagi nukleotydowej na zewnatrz komérek

w hodowlach in vitro oraz mozliwoéci ich terapeutycznego wykorzystania, np. w schorzeniach i

-
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procesach patologicznych wynikajacych z dtugotrwatego nieprawidtowego stgienia ekto-ATP

(przewlekte stany zapalne, choroby neurodegeneracyjne itp).
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

Oprécz publikacji sktadajacych sie na osiggniecie naukowe opisane w punkcie 4.

Autoreferatu, jestem réwniez wspoétautorka 13 artykutéw opublikowanych w czasopismach

naukowych posiadajacych wspétczynnik wptywu IF i znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports

(JCR), 10 artykutéw w czasopismach spoza bazy JCR oraz 1 rozdziatu w opracowaniu zbiorowym.

taczny IF wszystkich opublikowanych przeze mnie prac naukowych wynosi 42,73 (sumaryczny IF

piecioletni 48,60 ), a iloé¢ punktéw MNiISW wynosi 472. Petny wykaz prac znajduje si¢ w Zataczniku

nr 6 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.
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Rozwéj naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych

W 1998 roku ukoriczytam studia biologiczne na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UMK w
Toruniu. Prace magisterska pt. ,,Aktywnos¢ sulfohydrolityczna wzgledem siarczanu cholesterolu w
oczyszczonej frakcji lizosomalnej z tozyska ludzkiego” wykonatam w Zaktadzie Biochemii pod
kierownictwem prof. dr hab. Jadwigi Gniot-Szulzyckiej i obronitam 29 czerwca 1998 roku. Uzyskane
przeze mnie wyniki wskazywaty na obecnos$¢ w lizosomach komérek tozyska ludzkiego enzymu (-6w)
o aktywnosci sterolosulfohydrolitycznej wzgledem siarczanu cholesterolu. Rezultaty te
zaprezentowatam we wrzesniu 1998 roku na XXXIV Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w Biatymstoku w formie plakatu konferencyjnego, a kilka lat pdzniej, po uzupetnieniu, zostaty
opublikowane: o

=  Gniot-Szulzycka J, Wojczuk B, Roszek K. Cholesterol sulphate sulphohydrolase activity in lysosomal
fraction from human placenta. Acta UNC Biol. 2001, 55: 91-103.

Od 1 pazdziernika 1998 roku zostatam zatrudniona w Zaktadzie Biochemii UMK jako asystent i
kontynuowatam prace nad wyizolowaniem, oczyszczeniem i charakterystyka kinetyczng
sterolosulfohydrolazy siarczanu cholesterolu (CHSazy). Enzym ten, dotychczas nie opisywany w
literaturze, wyrézniat sie sposrdd innych sulfohydrolaz wysoka specyficznoscia wzgledem siarczanu
cholesterolu oraz optimum pH przypadajacym w srodowisku kwasnym (pH 3,4). Jako integralne
biatko btony lizosomu, CHSaza uczestniczyta w regulacji zawartosci cholesterolu i jego estréw
siarczanowych, a tym samym wptywata na ptynnos¢ bton lizosomalnych i ich funkcje fizjologiczne, np.
zdolno$¢ do fuzji. W tym czasie ksztattowaty sie takie moje zainteresowania biologig i fizjologig
komorki, a w szczegdlnosci lizosomami i innymi strukturami pecherzykowymi bioracymi udziat w
transporcie, segregacji czgsteczek, procesach autofagii itp. Znalazty one odzwierciedlenie w pracach
przeglagdowych:
= Roszek K, Gniot-Szulzycka J. Wielorakie formy optaszczonych klatryng pecherzykéw w zaleznym od
receptoréw transporcie i segregacji makromolekut. Post Biol Kom 2000; 27: 295-314.

=  Roszek K, Gniot-Szulzycka J. Transport makromolekut pomiedzy siateczkg s$rédplazmatyczng a
aparatem Golgiego. Rola pecherzykéw COPI i COPII oraz przedziatu posredniego. Post Biol Kom 2001;
28: 443-465.

= Roszek K, Gniot-Szulzycka J. Budowa i funkcje biatek bfony lizosomalnej. Kosmos 2003; 52: 173-184.

= Roszek K, Gniot-Szulzycka J. Lizosomalna btonowa glikoproteina lamp2a — receptor dla cytosolowych
biatek przeznaczonych do selektywnej proteolizy. Post Bioch 2005; 51: 90-96.

Uzyskane przeze mnie wyniki eksperymentalne zebratam w rozprawie doktorskiej zatytutowanej
,Sterolosulfohydrolaza siarczanu cholesterolu z lizosoméw tfozyska ludzkiego”, ktérej promotorem

byta prof. dr hab. Jadwiga Gniot-Szulzycka, a recenzentami prof. dr hab. Alicja Drabikowska (Instytut
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Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa) oraz prof. dr hab. Alojzy Zgirski (Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska Uniwersytetu todzkiego, £6dz). 24 marca 2006 roku otrzymatam tytut doktora nauk
biologicznych. Wyniki badan nad oczyszczaniem i charakterystyka kinetyczng sterolosulfohydrolazy
siarczanu cholesterolu byty prezentowane podczas krajowych konferencji i publikowane w
materiatach zjazdowych, a finalnie zostaty opublikowane juz po obronie rozprawy doktorskiej w
Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology:

*  Gniot-Szulzycka J, Wojczuk B, Wieczorek B, Roszek K, Norkowska M. Heterogenne formy
sulfohydrolazy siarczanu cholesterolu z frakcji subkomérkowych tkanki tozyska ludzkiego. XXXVII Zjazd
PTBioch, Torurh 2001, P-06-07, s. 115.

»  Gozdzikiewicz |, Roszek K, Gniot-Szulzycka J. Aktywnos¢ sterolosulfohydrolaz w wysokooczyszczonej
frakcji mitochondriéw tozyska ludzkiego. XXXVIII Zjazd PTBioch, Wroctaw 2002, X-P-04, s. 338.

*  Gniot-Szulzycka, J, Roszek K. Cholesterol sulphate sulphohydrolase of human placenta lysosomal
membrane. Acta Biochim Polon, 2005; 52 (Suppl 1): 170-171.

=  Gniot-Szulzycka J, Roszek K, Fret M. Effects of steroids and salicylic acid derivatives on the activity of
cholesterol sulphate sulphohydrolase of lysosomal membrane. Acta Biochim Polon, 2006; 53 (Supp!.
1): 181.

= Roszek K, Gniot-Szulzycka J. Cholesterol sulphate sulphohydrolase of human placenta lysosomal
membrane. J Steroid Biochem Mol Biol, 2008; 110: 48-55.

Rozwéj naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych

Po obronie pracy doktorskiej otrzymatam propozycje dotgczenia do zespotu kierowa'nego
przez prof. Michata Komoszyriskiego, ktéry od wielu lat aktywnie pracowat nad identyfikacja oraz
analiza kinetyczng i funkcjonalng enzyméw zaangazowanych w metabolizm nukleotydéw. W 2007
roku odbytam staz w Zaktadzie Inzynierii Tkankowej Collegium Medicum UMK, gdzie zapoznatam sig
m. in. z metodami pozyskiwania i hodowli komérek macierzystych. W tym samym roku rozpoczetam
wspétprace z Oddziatem Ginekologiczno-Potozniczym Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. L.
Rydygiera w Toruniu w zakresie pozyskiwania krwi pgpowinowej, z ktérej nastepnie izolowatam
mezenchymalne komérki macierzyste (MSC). Izolacja i hodowla in vitro ludzkich MSC wymagaty
dtugiej i zmudnej optymalizacji, ktéra zakoriczyta sig¢ sukcesem i tym samym zapoczatkowata
dynamiczny rozwéj hodowli komérek w Zakfadzie Biochemii oraz ich wykorzystanie jako modelu
badawczego. Zainteresowanie komérkami macierzystymi, ich biologig, mozliwosciami regulacji
proliferacji i réznicowania wraz z do$wiadczeniem Zespotu w analizie enzyméw metabolizujgcych
puryny, zaowocowato decyzja o podjeciu badan nad rolg sygnalizacji purynergicznej w fizjologii i
patologii MSC, komérek indukowanych do réznicowania i dojrzatych. Podsumowanie éwczesnego
stanu wiedzy dotyczacego komérek macierzystych zawartam w trzech publikacjach przegladowych

oraz w rozdziale monografii: -
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= Roszek K, Komoszyriski M. Kontrola i kierunki réznicowania komdrek macierzystych krwi pepowinowej
oraz ich zastosowanie terapeutyczne. Post Hig Med Dosw 2008; 62: 660-667.

=  Roszek K, Czarnecka J, Komoszyriski M. Ependyma i subependyma mdzgu dorostych ssakow zrédtem
neuralnych komdérek macierzystych. Post Biol Kom 2011, 38: 379-393.

= Gese A, Roszek K. Metody wydajnej izolacji i hodowli mezenchymalnych komérek macierzystych z krwi
pepowinowej. Acta Haematol Polon 2011, 42: 651-660. )

= Kuzniewski R, Bajek A, Joachimiak R, Roszek K, Drewa T. Mezenchymalne komérki macierzyste oraz
perspektywy ich zastosowania w terapii klinicznej wybranych schorzed. W: Nowoczesne metody
analizy surowcéw rolniczych. Pod red. G. Bartosz i Cz. Puchalski. UR Rzeszéw, 2011, 473-482.

Szczegbétowe badania dotyczace analizy wrazliwosci na zewnatrzkomérkowe sygnaty nukleotydowe i
zdolnosci do ich modyfikacji mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC) izolowanych z réznych
zrédet, komérek indukowanych do réznicowania i dojrzatych weszty w zakres zgtaszanego osiagnigcia

naukowego i zostaty opisane w punkcie 4c niniejszego zatacznika.

Waing czeécia mojej aktywnosci naukowej byto poznanie roli sygnalizacji purynergicznej, a
szczegblnie ekto-enzyméw, w procesach patologicznych w organizmie ludzkim, co zaowocowato

opublikowaniem serii prac przeglagdowych:

= (Cie$lak M, Roszek K. Purinergic signaling in the pancreas and the therapeutic potential of ecto-
nucleotidases in diabetes. Acta Biochim Polon 2014, 61(4): 655-662.

= (Cieslak M, Czarnecka J, Roszek K, Komoszyriski M. The role of purinergic signaling in the etiology of
migraine and novel anti-migraine treatment. Purinergic Signal 2015; 11(3): 307-316.

= (Cieslak M, Czarnecka J, Roszek K. The roles of purinergic signaling in psychiatric disorders. Acta
Biochim Polon 2016; 63: 1-9.

Innym realizowanym aspektem badari nad mezenchymalnymi komérkami macierzystymi, nie
wchodzacym w zakres zgtaszanego osiggnigcia naukowego, jest udziat MSC w neuroregeneracji i
mozliwoséci ich terapeutycznego wykorzystania w medycynie oraz w weterynarii. Badania nad
neuroregeneracjg i rolg nukleotydéw w regulacji tego procesu prowadzitam we wspétpracy z
Zaktadem Biofizyki UMK oraz Przychodnig Weterynaryjng Max-Vet. Wyniki wspétpracy w zakresie
izolacji i hodowli psich MSC z tkanki ttuszczowej, ich pogtebionej charakterystyki oraz optymalizacji
metod réznicowania do réinych typéw komdrek dojrzatych przedstawiono w publikacji i w
prezentacjach na konferencjach:
= Roszek K, Czarnecka J. Perspectives of mesenchymal stem cell-based neuroregeneration. J Stem Cells
Res, Rev & Rep 2014, 1(3): 4

= Makowska N, Czarnecka J, Porowiriska D, Hnatowska J, Roszek K. Kontrola potencjatu proliferacyjnego
psich mezenchymalnych komdrek macierzystych. Il. Pomorskie Sympozjum Inzynierii Tkankowej i
Medycyhy Regeneracyjnej, Bydgoszcz 2014.

= Dagbrowski M, Roszek K, Strzelecki J, Stankiewicz M, Nowak W. AFM monitoring of elasticity changes

accompanying differentiation towards neural cells. 59th Annual Meeting of Biophysical Society,
Baltimore 7-11 February 2015.
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Odrebnym aspektem moich zainteresowari badawczych jest poszukiwanie biomedycznych
zastosowari dla nowoczesnych materiatéw nanostrukturalnych. Badania te, realizowane od 2013
roku we wspétpracy z prof. Arturem Terzykiem z Katedry Chemii Materiatéw, Adsorpcji i Katalizy
UMK w Toruniu, zespotem prof. Tomasza Drewy z Katedry Urologii CM UMK w Toruniu oraz prof.
Samy L. Habib z Health Science Center, Department of Cellular and Structural Biology, University of
Texas, mozna podzieli¢ na 3 nurty:

A/ analiza cytotoksycznosci nanomateriatéw

B/ wykorzystanie nanomateriatéw jako noséniki lekéw

C/ zastosowanie nanomateriatéw jako podtoza do immobilizacji enzymoéw

Ad. A/ Analiza cytotoksycznosci nanomateriatéw obejmuje badania zgodne z ISO 10993, tj. test MTT i
NRU oraz poszerzone badania wptywu nanomateriatéw na komérki zwierzece i ludzkie, prawidfowe,
nowotworowe i komorki macierzyste. Otrzymane wyniki pozwolity m. in. na okreslenie mozliwosci
,sterowania” toksycznosécia materiatébw juz na etapie ich syntezy lub pézniejszej modyfikacji.
Nadrzednym celem tych badari jest wybranie sposréd szerokiej palety syntetyzowanych
nanomateriatéw tych, ktére moga by¢ z powodzeniem stosowane jako nosniki lekéw, enzyméw czy
innych zwigzkéw biologicznie czynnych. Wyniki opublikowano w kilku artykutach oraz prezentoWano

jako referaty na konferencjach krajowych i miedzynarodowych:

= Bielicka A, Wiéniewski M, Terzyk AP, Gauden PA, Furmaniak S, Roszek K, Kowalczyk P, Bieniek A.
Carbon materials as new nanovehicles in hot-melt drug deposition. J Phys: Condens Matter, 2013; 25:
355002.

= Werengowska-Cie¢wierz K, Wisniewski M, Terzyk AP, Roszek K, Czarnecka J, Bolibok P, Rychlicki G.
Conscious changes of carbon nanotubes cytotoxicity by manipulation with selected nanofactors.
Applied Biochemistry and Biotechnology 2015; 176(3): 730-741.

= Czarnecka J, Gotembiewska E, Roszek K, Terzyk AP, Wisniewski M. Looking for proper toxicity
evaluation of carbon nanomaterials (submitted).

= Wiéniewski M, Werengowska-Cieéwierz K, Roszek K, Czarnecka J, Terzyk A. Toksyczno$¢ nanorurek
weglowych — fakty i mity. Il. Pomorskie Sympozjum Inzynierii Tkankowej i Medycyny Regeneracyjnej,
Bydgoszcz 2014.

*  Terzyk AP, Werengowska-Cie¢wierz K, Wisniewski M, Roszek K, Czarnecka J, Bolibok P. From surface
heterogeneity to cytotoxicity. Ninth International Symposium ISSHAC: Effects of Surface Heterogeneity
in Adsorption and Catalysis on Solids, Wroctaw 2015.

Ad. B/ Wykorzystanie nanomateriatéw jako nosniki lekéw, w tym lekéw przeciwnowotworowych,
otwiera kolejne perspektywy zastosowania praktycznego nowatorskich materiatéw. Projekt

zatytutowany ,Nowe zwigzki MOF jako degradowalne nanokontenery inhibitoréw kinaz
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tyrozynowych w nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej” uzyskat finansowanie w ramach grantu
NCN (grant NCN nr 2015/17/B/ST5/01446), ktérego jestem wspoétwykonawcg. Otrzymane wstgpne
wyniki zostaty juz opublikowane:
= Nowacki M, Wiéniewski M, Werengowska-Cie¢wierz K, Roszek K, Czarnecka J, takomska |, Kloskowski
T, Tyloch D, Debski R, Pietkun K, Pokrywczynska M, Grzanka D, Czajkowski R, Drewa G, Jundzitt A, Agyin
JK, Habib SL, Terzyk AP, Drewa T. Nanovehicles as a novel target strategy for hyperthermic
intraperitoneal chemotherapy: A multidisciplinary study of peritoneal carcinomatosis. Oncotarget
2015; 6(26): 22776-22798.

= Wiéniewski M, Roszek K, Czarnecka J, Bolibok P. Weglowe kropki kwantowe jako potencjalne nosniki
lekéw. Inzynieria i Ochrona Srodowiska 2016; 19(2): 277-288.

Ad. C/ Zastosowanie nanomateriatéw jako podtoza do immobilizacji enzyméw to kierunek badawczy
umotzliwiajacy potaczehie dotychczasowych badan nad wtasciwosciami réznych enzyméw i wiedzy z
zakresu enzymologii z mozliwosciami, jakie oferuja nanomateriaty.

Pierwszym enzymem szczegétowo przebadanym pod kgtem wiasciwosci kinetycznych, w ramach
badan prowadzonych z moim udziatem, jest modelowa oksydoreduktaza — katalaza (EC 1.11.1.6).
Enzym ten, immobilizowany na tlenku grafenu, cechuje wysoka wydajnos¢ immobilizacji,
podwyzszona aktywnosé¢ i trwato$¢ w stosunku do katalazy natywnej. Co ciekawe, wiasciwosci
kinetyczne enzymu zalezg od stosunku biatka do nanomateriatu. Natomiast najnowsze badania
potwierdzaja przydatnos¢ tlenku grafenu jako podtoza do immobilizacji kinazy adenylanowej (EC
2.7.4.3):

= Bolibok P, Wiéniewski M, Roszek K, Terzyk AP. Conscious controlling of enzymatic activity by
immobilization on graphene oxide. The Science of Nature (submitted).

= Bolibok P, Gembala J, Wujak M, Roszek K, Terzyk AP, Wisniewski M. Immobilizacja enzyméw na
nanoénikach sposobem na ukierunkowang modyfikacje wtasciwoséci biokatalizatoréw. Przemyst
Chemiczny 2016; 95: 2254-2258.

*  Hetmann A, Wujak M, Kowalska K, Roszek K, Czarnecka J, Wisniewski M. Ocena przydatnosci tlenku
grafenu jako podioza do immobilizacji kinazy adenylanowej. Interdyscyplinarna Konferencja
,NanoBioMateriaty — teoria i praktyka”, Torun, 2016.

Prowadzone z moim udziatem interdyscyplinarne badania nad nanomateriatami, ich
wihaéciwoséciami w odniesieniu do systeméw biologicznych (komérki,  tkanki) i mozliwoscig
praktycznego zastosowania, zwrécity uwage na konieczno$¢ coraz szerzej zakrojonej wspétpracy
miedzy naukowcami z réinych dziedzin. Stad pomyst na zorganizowanie interdyscyplinarnego
spotkania, stuzacego przeptywowi informacji i pogladéw oraz poszukiwaniu nowych obszarow
badawczych i- nawigzywaniu wspoétpracy migedzy naukowcami pracujagcymi na styku chemii
materiatéw, biologii i biotechnologii oraz dyscyplin pokrewnych. W czerwcu 2016 roku

zorganizowali$my pierwsza edycje Konfereﬁcji ,NanoBioMateriaty — teoria i praktyka”, ktora cieszyta
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sie duzym zainteresowaniem badaczy z réinych uczelni i os$rodkéw naukowych oraz bedzie

kontynuowana w kolejnych latach.

Plany badawcze

Ekto-enzymy metabolizujgce nukleotydy, immobilizowane i dostarczane do komérek za
pomoca systeméw transportujacych, mozna wykorzystac¢ do regulacji stezenia ekto-nukleotydéw w
aplikacjach in vitro. Nowoczesne systemy biokatalityczne oparte s3 czesto o podioza
nanostrukturalne. Dlatego aktualnym kierunkiem naszych badan jest wykorzystanie nanomateriatéw
weglowych jako podtoza do immobilizacji czgsteczek aktywnych biologicznie, w tym enzymow.
Najnowsze badania potwierdzajg przydatnos¢ tlenku grafenu jako podfoza do immobilizacji kinazy
adenylanowej, w kolejnym kroku zamierzam przetestowa¢ przydatno$¢ immobilizowanej kinazy

adenylanowe] do kontrolowania stezer ekto-nukleotydéw w modelu in vitro.

Celem prowadzonych z moim udziatem badari jest opracowanie systemdéw biokatalitycznych,
wykorzystujgcych réine ekto-enzymy (NTPDaza, kinaza adenylanowa) immobilizowane na
innowacyjnych materiatach nanostrukturalnych oraz wszechstronne przetestowanie ich przydatnosci

do kontrolowania réwnowagi nukleotydowej na zewnatrz komérek w hodowlach in vitro.

Odrebnym zagadnieniem jest udziat enzyméw zaangazowanych w metabolizm nukleot\)déw
w regulacje potencjatu proliferacyjnego komdrek nowotworowych. Istniejg doniesienia o ekspresji 5’-
nukleotydazy w réznych typach komérek nowotworowych oraz o stymulujgcym dziataniu enzymu i
produkowanej przez niego adenozyny na proliferacje komdrek glejaka, raka jajnika czy jelita grubego
[Gao i wsp. 2014, Baqgi 2015]. Ciekawym problemem jest wptyw ekto-NPP
(pirofosfatazy/fosfodiesterazy ekto-nukleotydéw) na progresje przerzutéw nowotworowych w
tkance kostnej. Wstepne badania dotyczgce aktywnosci ekto-NPP1 w komérkach osteocarcinoma
HTB-85 i poszukiwania selektywnych inhibitoréw tego enzymu zostaty opublikowane przez zespét
prof. Jeana Sevigny z Immunology and Rheumatology Lab, Laval University, Québec, Canada.
Wspdlnie z dr Joanng tecka z wspomnianego zespotu badawczego ztozytySmy projekt grantowy pt.
,Role of NPP1 in osteoclasts activation leading to bone cancer development” (NCN - konkurs Polonez
3), ktérego ewentualne finansowanie i realizacja pozwoli na wyjasnienie mechanizmu udziatu ekto-
NPP1 w rozwoju nowotworéw kosci i mozliwosci terapeutycznego wykorzystania inhibitoréw tego

enzymu.
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