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4.3 Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

A. Wstep

Sygnalizacja Hedgehog (Hh) bierze udziat w morfogenezie u zwierzat oraz w regeneracji tkanek u
osobnikéw dorostych [1]. Jej deregulacja moze prowadzi¢ do rozwoju nowotwordw, w tym
najczestszego nowotworu mézgu u dzieci — rdzeniaka zarodkowego [2]. Zahamowanie sygnalizacji Hh
w rozwoju embrionalnym skutkuje wadami rozwoju w obrebie szkieletu, serca, oraz osSrodkowego
uktadu nerwowego [3].

Kaskada Hh rozpoczyna sie poprzez przytgczenie peptydu Hh do receptora Patched (Ptch). Ptch w
stanie niezwigzanym z Hh hamuje biatko Smoothened (Smo). Przytgczenie Hh uwalnia Smo spod
hamujacego wptywu Ptch, a nastepnie aktywny Smo stymuluje transport biatek Gli do jadra
komérkowego, gdzie taczg sie one z DNA i uruchamiajg transkrypcje genéw docelowych (Ryc. 1).

Istotnym czynnikiem regulujgcym aktywnosé Sciezki Hh w komérkach zwierzat jest sygnalizacja
zalezna od cyklicznego AMP (cAMP) oraz kinazy
biatkowej A. Ten szlak sygnalizacyjny jest
stymulowany przez receptory zwigzane z matymi
GTPazami z rodziny biatek G (ang. G protein- @
coupled receptors — GPCR). Kiedy do receptora

zwigzanego z biatkiem G zawierajgcym ' — Smol- ' Smol—
podjednostke G przytaczy sie ligand,

podjednostka ta aktywuje enzym cyklaze

sciezka nieaktywna sciezka aktywna

adenylanowg, ktéra odpowiada w komarce za &
produkcje przekaznika drugorzedowego @
cyklicznego AMP (cAMP). Jedng z gtéwnych rél '

cAMP w komarce jest z kolei stymulacja kinazy iadro

biatkowej A (ang. protein kinase A — PKA), ktéra - _I__l _|__)
fosforyluje liczne substraty biatkowe na resztach

seryny i treoniny. Szlak GPCR/cAMP/PKA dziata Ryec. 1. Schematyczne przedstawienie kaskady Hh. W

hamujaco na sygnalizacje Hh [4,5], ale do obecnos'm peptydu .Hh Ptch przestaje hamowa¢ Smo. Smo
) i i i powoduje konwersj¢ nieaktywnych, cytoplazmatycznych
niedawna mechanizm tej interakcji pozostawat biatek Gli do aktywnych form (GlA¥Y).

niejasny.

Jednym z najbardziej doniostych odkry¢ w dziedzinie sygnalizacji Hh w ciggu ostatnich lat byto
ustalenie, ze transdukcja sygnatu Hh wymaga obecnosci rzeski pierwotnej — wypustki obecnej na
powierzchni wiekszosci komadrek u ssakéw uwazanej za swoistg molekularng ,antene” [6]. Jednakze,
pomimo wzmozonych badan funkcja rzesek w przekazywaniu sygnatu Hh pozostaje niewyjasniona.
Wiadomo, ze wiele biatek sktadowych $ciezki Hh jest transportowanych do rzeski lub z niej
usuwanych pod wptywem aktywacji. W szczegdlnosci biatka Gli — czynniki transkrypcyjne
odpowiedzialne za ekspresje gendw docelowych Hh — koncentrujg sie na koniuszku rzeski gdy sygnat
Hh jest wtgczony [7]. Jednakze mechanizm transportu rzeskowego biatek, w szczegdlnosci biatek
rozpuszczalnych w cytozolu takich jak czynniki transkrypcyjne Gli, pozostaje stabo zbadany.

Wyjasnienie wptywu sygnalizacji cAMP/PKA oraz transportu rzeskowego na sygnalizacje Hh jest
istotne ze wzgledu na kluczowa role, jaka ta Sciezka odgrywa w rozwoju nowotwordw [1]. Leki
blokujace Sciezke Hh sg jednymi z najnowoczesniejszych terapeutykdw w onkologii. Pierwszy taki lek,
Vismodegib, zostat w 2012 roku zaakceptowany do klinicznego uzycia w Stanach Zjednoczonych.
Powazng wadg obecnie badanej generacji lekow przeciwko Hh jest jednak to, ze wigzg sie one z
biatkiem Smo, co powoduje, ze sg one nieskuteczne gdy Smo ulegnie mutacji blokujgcej wigzanie leku
[8], lub gdy nowotwor jest wywotany mutacjami w biatkach lezgcych ponizej Smo w kaskadzie Hh [9].
Aby stworzy¢ leki, ktére efektywnie zwalczajg wszystkie nowotwory zalezne od sygnalizacji Hh, nalezy
zatem skupic sie na etapach tej sciezki ktére nastepujg po aktywacji Smo — modyfikacjach
potranslacyjnych zwigzanych z kinazg biatkowa A oraz transporcie wewnatrzkomérkowym biatek Gli.
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Zrozumienie biochemicznych podstaw aktywacji tych biatek, czego podjgtem sie w ramach
przedstawionego osiggniecia, jest niezbednym krokiem na drodze do stworzenia takich lekdw.

B. Funkcjonalna interakcja pomiedzy Sciezka hedgehog a sygnalizacja GPCR/cAMP/PKA na
przyktadzie produkcji motoneuronéw z embrionalnych komérek macierzystych

Sciezka Hh odgrywa kluczowa role w rozwoju rdzenia kregowego [10]. Peptyd Sonic hedgehog
(Shh) jest wydzielany przez strune grzbietowg i tworzy gradient wzdtuz osi brzuszno-grzbietowej. W
brzusznej czesci rdzenia, gdzie stezenia Shh sg najwyzisze, powstajg neurony ruchowe oraz
interneurony o brzusznym fenotypie. Wykazano, ze zablokowanie PKA przy pomocy biatka
dominujgco negatywnego (dnPKA) w grzbietowej czesci cewy nerwowej powoduje uaktywnienie
programu transkrypcyjnego podobnego do tego, ktéry jest stymulowany przez sygnalizacje Hh w
brzusznej czesci cewy [5]. Sugeruje to, ze w grzbietowej czesci dojrzewajgcego rdzenia utrzymywany
jest wysoki poziom sygnalizacji zaleznej od cAMP/PKA, ktéry podczas normalnego rozwoju blokuje
sygnalizacje Hh i hamuje réznicowanie brzusznych interneuronéw i neuronéw ruchowych. Nie byto
natomiast jasne, w jaki sposdb aktywnos¢ PKA jest podtrzymywana w grzbietowych czesciach cewy.
Jednym z potencjalnych czynnikéw, ktéry mdgt by¢ odpowiedzialny za stymulacje PKA w rdzeniu
kregowym, jest polipeptyd aktywujgcy przysadkowg cyklaze adenylanowg (ant. pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide; PACAP). Peptyd ten, a takze jego receptor PAC1 podlega ekspresji w
dojrzewajgcym rdzeniu kregowym [11], a wigzanie PACAP do PAC1 jest najczesciej zwigzane z
uaktywnieniem szlaku cAMP/PKA [12]. W celu sprawdzenia, czy PACAP odgrywa istotng role w
utrzymywaniu niskiego poziomu sygnalizacji Hh w rdzeniu kregowym zastosowali$my dwie metody:
moja wspotpracowniczka dr Megumi Hirose zbadata myszy genetycznie pozbawione genu Adcyap1
kodujgcego peptyd PACAP (tzw. myszy PACAP KO), natomiast ja zbadatem jaki wptyw PACAP ma na
rozwdéj komérek progenitorowych wygenerowanych z mysich zarodkowych komérek macierzystych
(ang. mouse embryonic stem cells; mESC).

W cyklu przeprowadzonych przeze mnie badan pokazatem, ze w hodowlach tzw. ciatek
embrionalnych powstajgcych z mESC, agonista biatka Smo purmorfamina stymuluje powstawanie
neurondw ruchowych, a wiec rodzaju neuronéw produkowanych w brzusznej czesci rdzenia
kregowego (Ryc. 2 w [13]). Byto to zgodne z poprzednimi wynikami, ktére wskazywaty, ze aktywacja
Sciezki Hh jest niezbedna do réznicowania mESC w kierunku motoneurondéw [14]. Pokazatem
nastepnie, ze PACAP silnie hamuje produkcje neuronéw ruchowych w hodowlach meSC (Ryc. 3 w
[13]). Co wiecej, moje wyniki wskazywaty, ze PACAP ujemnie wptywa na stymulowang przez
purmorfamine ekspresje gendw charakterystycznych dla prekursoréw interneuronéw znajdujacych
sie w brzusznej czesci rdzenia kregowego: Nkx2.2 oraz Nkx6.1 (Ryc. 4 w [13]). Okazato sie rowniez, ze
purmorfamina stymuluje, a PACAP hamuje, ekspresje bezposredniego genu docelowego sygnalizacji
Hh: Gli1, i ze zmiany w ekspresji Glil poprzedzajg zmiany w ekspresji gendw charakterystycznych dla
prekursoréw neurondw brzusznych (Ryc. 5 w [13]). Wyniki te sugerowaty, ze istnieje silna ujemna
zaleznos¢ pomiedzy zalezng od PACAP sygnalizacjag cAMP/PKA a stymulowang przez sciezke Hh
produkcje motoneurondw i innych populacji neurondw brzusznych w rozwijajacej sie cewie
nerwowej. Zaskakujacy byt wiec wynik uzyskany przez dr Hirose sugerujacy, ze delecja genu
kodujgcego peptyd PACAP ma niewielki wptyw na réznicowanie sie komorek w rdzeniu kregowym in
vivo. W szczegdlnosci populacje prekursoréw motoneurondw oraz interneurondéw eksprymujgcych
gen Nkx2.2, a takze populacja ptytki podtogowej z ekspresjg genu Shh pozostawaty niezmienione w
embrionach myszy PACAP KO (Ryc. 6 z [13]). Jedyng zaobserwowang zmiang w morfologii rdzenia
kregowego u zarodkdw PACAP KO byto niewielkie zwiekszenie obszaru ekspresji genu Pax6, ktory
ulega ekspresji w Srodkowej czesci rdzenia pomiedzy obszarami brzusznymi a grzbietowymi (Ryc. 7 w
[13]). Brak zmian w réznicowaniu komérek prekursorowych pod wptywem delecji genu Adcyap1 in
vivo mozna interpretowac na kilka sposobow. Po pierwsze, PACAP moze byc¢ jednym z wielu ligandow
receptoréow stymulujgcych szlak cAMP/PKA w rozwijajgcym sie rdzeniu kregowym i inne systemy
ligand/receptor mogg kompensowad brak PACAP. Po drugie, sama $ciezka Shh zawiera rézne petle
sprzezenia zwrotnego, ktdre przy braku PACAP mogga wigczac sie w regulacje réznicowania komérek
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w cewie nerwowej. Po trzecie, wptyw PACAP na rozwoj osrodkowego uktadu nerwowego moze by¢
przejsciowy, a w naszych badaniach, ktére polegaty na obserwacji przekrojéw rdzenia kregowego na
jednym tylko etapie jego rozwoju, mogliSmy przeoczy¢ zmiany ktére nastepowaty na wczesniejszych
lub pdzniejszych etapach. Nasze badania w hodowlach komérkowych wskazaty jednak, ze komérki
prekursorowe rdzenia kregowego sg wrazliwe na stymulacje sciezki PACAP-PAC1-cAMP-PKA i ze
Sciezka ta dziata antagonistycznie w stosunku do sygnalizacji Hh.

C. Ziozone mechanizmy regulacji $ciezki Hh przez sygnalizacje GPCR/cAMP/PKA — rola rzeski
pierwotnej

Precyzyjna hamujgca regulacja sygnatu Hh przez sciezke cAMP/PKA jest kluczowa dla funkcji
$ciezki Hh zaréwno podczas rozwoju zarodkowego [5,13] jak i w przebiegu nowotworzenia [15].
Mozna by zatem oczekiwac, ze komoérki zdolne do odpowiedzi na sygnat Hh majg pod nieobecnos¢
liganda Shh wysoki poziom cAMP i wysokg aktywnos¢ PKA. W celu sprawdzenia tej hipotezy
postuzytem sie modelem doswiadczalnym opartym na mézdzkowych prekursorach komérek
ziarnistych (ang. cerebellar granule neuron progenitors — cGNP). Komoérki te, ktére izoluje sie z
oseskdw mysich, sg komdrkami prekursorowymi dla komdrek ziarnistych mézdzku. Po urodzeniu
myszy, komoérki te podlegajg intensywnym podziatom, ktére sg regulowane przez sygnalizacje Hh
[16]. Jesli proliferacja cGNP nie zostanie w pore zahamowana, komérki te mogg stac sie ogniskami
nowotworzenia w mdzdzku, doprowadzajgc do powstania rdzeniaka zarodkowego [17], a zatem
model ten ma réwniez znaczenie kliniczne. Co wiecej, komadrki cGNP posiadajg receptory PAC1 i sg
wrazliwe na aktywacje przez PACAP szlaku cAMP/PKA, a wiec sg idealnym modelem do badania
interakcji pomiedzy sygnalizacjg cAMP a sygnalizacjg Hh.

We wstepnych badaniach ustalitem, zgodnie z przewidywaniami, ze PACAP hamuje zalezng od Hh
proliferacje komdrek cGNP oraz ze ujemnie wptywa na ekspresje gendw docelowych sygnalizacji Hh
(Ryc. 1 w [18]). Co wiecej, pokazatem, ze zahamowanie aktywnosci PKA przy uzyciu
farmakologicznych inhibitorow H89 in Rp-cAMPS samo w sobie zwieksza ekspresje tych genow. Co
wiecej, PACAP nie wptywa na ekspresje gendéw docelowych Hh w komérkach hodowanych w
obecnosci inhibitora PKA (Ryc. 3 w [18]). Wyniki te dowodzg, ze PACAP antagonizuje dziatanie
sygnatu Hh przez Sciezke cAMP/PKA oraz ze zablokowanie aktywnosci PKA powoduje niezalezne od
liganda uaktywnienie ekspresji gendw docelowych sciezki Hh. Gdy zbadatem jednak poziom globalnej
aktywnosci PKA w komdrkach cGNP, okazato sie ze nie ulega on znaczagcym zmianom pod wptywem
dziatania liganda Hh i ze w komdrkach hodowanych pod nieobecnos¢ Shh i PACAP jest on
stosunkowo niski (Ryc. 4 w [18]). Byto to sprzeczne z postawiong przeze mnie hipoteza, ze aktywnos¢
PKA jest wysoka przy braku liganda Hh i ze ulega ona zmniejszeniu pod wptywem tego liganda. Jak
zatem mozna wyttumaczy¢ fakt, ze obnizenie aktywnosci PKA indukuje $ciezke Hh jesli poziom
aktywnosci tej kinazy jest niski nawet przy braku inhibitoréw?

Aby pogodzi¢ wyniki wskazujgce na niski podstawowy poziom aktywnosci PKA z wynikami
sugerujacymi, ze blokada PKA ,nasladuje” dziatanie liganda Hh, zaproponowatem model ,dwdéch
hamulcow” (Ryc. 2). Zatozytem, ze w komadrce istniejg dwie pule PKA rdznigce sie aktywnoscig w
niestymulowanych komérkach. Kazda z tych pul moze dziataé przeciwstawnie w stosunku do sygnatu
Hh. Pierwsza pula, ktérg nazwatem PKAg,;, jest niewielka, ale aktywna w komdrkach
niestymulowanych. Petni ona role zblizong do hamulca recznego w samochodzie — jesli ona jest
aktywna, Sciezka Hh pozostaje zablokowana. Ligand Hh bezposrednio wptywa na tg pule, czyli
»Zwalnia hamulec reczny”, przez co umozliwia zwiekszenie ekspresji gendw docelowych. Druga pula
PKA, PKAgpcr petni role ,pedatu hamulca” — dostosowuje poziom aktywnosci Sciezki Hh w obecnosci
liganda, ale pod nieobecnos¢ liganda Hh, tzn. ,,przy zaciggnietym hamulcu recznym” odgrywa
mniejszg role. Model ,,dwdch hamulcéw” jest spdjny z moimi obserwacjami dotyczgcymi poziomu
aktywnosci PKA i aktywacji sygnalizacji Hh. Zaktadajac, ze pula PKAs,,, jest znacznie mniejsza niz pula
PKAGpcr, zarowno jej wysoka aktywnos¢ pod nieobecnos¢ liganda Hh, jak zmiany jej aktywnosci pod
jego wptywem nie zostang zarejestrowane gdy bedziemy badac catosciowy poziom aktywnosci PKA w
komérce, jak miato to miejsce w moich badaniach. Z kolei zmiany aktywnosci stosunkowo duzej puli
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PKAgpcr bedg tatwe do zaobserwowania nawet, gdy pula ta jest uaktywniona w niewielkim stopniu, a
zatem tylko czeSciowo hamuje aktywnos¢ sciezki Hh. Zgodnie z tym modelem, zaobserwowatem, ze
przy silnej stymulacji komadrek cGNP ligandem Hh w obecnosci niskiej dawki PACAP wysoki poziom
ekspresji gendow docelowych Hh paradoksalnie wspdtistnieje z wyzszym niz w prébie kontrolnej
poziomem aktywnosci PKA (Ryc. 4 w [18]). W takich warunkach pula PKAs,,,, jest wytgczona przez
ligand Shh, natomiast PKAgpcr jest aktywowana przez PACAP. Mniejsza pula PKAg,, ma dominujacy
wplyw na aktywnosc sciezki Hh, natomiast bardziej liczna pula PKAgpcr Wptywa w sposdb decydujacy
na catkowity poziom aktywnosci PKA w komérce.

Mimo, ze model
_dwéch hamulcow” brak liganda Shh Shh + PACAP
objasnia w jaki sposdb
$ciezka Hh wspdtgra z
sygnalizacja
GPCR/AC/PKA w

regulacji transkrypcji

gendéw docelowych, nie

byto jasne, jaki jest f

mechanizm molekularny <D (G @D

tej interakcji. W cyiezal ’ )

ostatnich latach /4 - /4 " /4 -
powstato wiele prac m N /—@DN
sugerujacych, ze w Ryc. 2. Model ,,dwoch hamulcow” oddziatywania PKA na $ciezke Hh oraz na lokalizacje
organizmach ssakéw rzeskows biatek Gli.

krytyczna role w

sygnalizacji Hh odgrywa tzw. rzeska pierwotna [6,19-21], mikroskopijne organellum wystepujace na
powierzchni wiekszosci komorek u ssakéw petnigce role ,,anteny” odbierajgcej liczne sygnaty z
otoczenia. Rdwniez czynniki transkrypcyjne Gli przedostajg sie do rzeski pierwotnej w sposdb zalezny
od sygnalizacji Hh [7,22,23]. Poniewaz wiadomo, ze PKA moze fosforylowac biatka Gli, postawitem
hipoteze, ze lokalizacja rzeskowa tych biatek jest zalezna od stopnia fosforylacji przez PKA. Istotnie, o
ile aktywator Smo SAG powodowat zwiekszenie stezenia Gli2 na koniuszku rzeski pierwotnej, dodanie
PACAP do hodowli réwnolegle z SAG powodowato zahamowanie akumulacji Gli2 w rzesce z
rownolegtym zwiekszeniem aktywnosci PKA w komérce (Ryc. 5 w [18]). Wyniki te sugerujg, ze dwa
,hamulce” PKA regulujg aktywnos¢ transkrypcyjng biatek Gli poprzez modulacje ich lokalizacji w
rzesce pierwotnej (Ryc. 2.).

D. Transport biatek poprzez bariere u podstawy rzeski

Z przedstawionych powyzej badan wynika, ze lokalizacja biatek Gli w rzesce pierwotnej ma
kluczowe znaczenie dla ich aktywnosci, i ze PKA reguluje $ciezke Hh poprzez zmiane tej lokalizacji.
Niewyjasniony pozostawat jednak mechanizm transportu biatek Gli do rzeski pierwotnej. Uogdlniajac,
pomimo, ze mechanizmy transportu biatek btonowych do wnetrza rzeski pierwotnej zostaty dosé¢
dobrze zbadane [24-26], rzeskowy transport biatek rozpuszczalnych w cytozolu, takich jak Gli,
pozostaje stabo poznany. Jednym z mozliwych mechanizmdw transportu biatek Gli jest ich dyfuzja
przez bariere znajdujgcy sie u podstawy rzeski pierwotnej. Aby zbadac wtasciwosci tej bariery,
nawigzatem wspotprace z laboratorium dr Takanari Inoue z Uniwersytetu Johns Hopkins w Baltimore.
Post-dok w laboratorium dr Inoue, dr Yu-Chun Lin, opracowat metode badania dyfuzji przez bariere
rzeskowg opartg na dimeryzacji badanego biatka z biatkiem btonowym wystepujgcym konstytutywnie
w rzesce — 5-HTR6. Dimeryzacja ta jest indukowalna poprzez dodanie do hodowli komadrkowej
rapamycyny, ktdra wigze odpowiednie domeny na biatku badanym oraz na genetycznie
zmodyfikowanym biatku 5-HTR6. Poprzez badanie dynamiki akumulacji badanego biatka w rzesce
pierwotnej po dodaniu rapamycyny mozna wyliczy¢ parametry dyfuzji tego biatka przez bariere
rzeskowg (Ryc. 1 w [27]).



Postepowanie habilitacyjne — dr Pawet Niewiadomski Zatgcznik nr 2

Moja rola w projekcie byta dwojaka. Po pierwsze, uzywajgc metody szybkiej chromatografii
cieczowej biatek (fast protein liquid chromatography; FPLC) oraz kolumny ze ztozem w postaci sita
molekularnego, ustalitem wielkos¢ czgsteczek, tzw. promien Stokesa, badanych biatek (Ryc. S9 i
Tabela 1 w [27]). Byto to niezbedne dla precyzyjnego wyznaczenia wartosci teoretycznego
wspotczynnika dyfuzji na podstawie rownania Stokesa-Einsteina.

Po drugie, stworzytem matematyczny model, ktdry umozliwit wyliczenie rzeczywistych
wspotczynnikdw dyfuzji na podstawie danych dotyczacych dynamiki zmian w lokalizacji biatek po
dodaniu rapamycyny. Model ten byt oparty na prostym rownaniu dyfuzji:

]=—D[FC ];[Fci]

gdzie J to przeptyw czasteczek z cytoplazmy do rzeski, F,, to stezenie badanego biatka w cytoplazmie,
F. to jego stezenie w rzesce, D to wspotczynnik dyfuzji, a x to szerokos¢ bariery dyfuzyjnej u
podstawy rzeski.

Dane eksperymentalne byty przedstawione jako jednostki fluorescencji metki GFP (intensywnosé
naswietlenia piksela obrazu), ktérg oznakowano wszystkie badane biatka. Zatozylismy, ze te jednostki
fluorescencji sg proporcjonalne do liczby czgsteczek biatka przypadajacej na jednostke powierzchni
obrazu komorki. Dalej, zatozylismy ze w krétkim czasie po dodaniu rapamycyny, wszystkie czgsteczki
badanego biatka bedg wychwytywane przez zakotwiczone w btonie biatko 5-HTR6, a zatem
efektywne stezenie badanego biatka w rzesce (F.) bedzie wynosi¢ 0. Mozna byto zatem uproscic¢
powyzsze rdwnanie:

[Fey]
=-D
/ x
Z definicji, przeptyw mozna byto opisa¢ nastepujgco:
1 dNF,;
A dt

gdzie A jest polem powierzchni bariery u podstawy rzeski pierwotnej, a NF; jest sumaryczng liczba
czasteczek badanego biatka znajdujgcego sie w rzesce pierwotnej. Biorgc dwa powyzsze réwnania
mozemy napisac:
dNFCl' X
dt [Fy]A
i wyliczy¢ wspétczynnik D dyfuzji przez bariere rzeskowg na podstawie dostepnych danych
dNF ¢

fluorescencyjnych i dodatkowych zatozen: liczba byta wyliczona na podstawie nachylenia

krzywej wzrostu fluorescencji w rzesce w pierwszych 90 sekundach od dodania rapamycyny, liczba
[F¢,] byta wyliczona na podstawie natezenia fluorescencji w kilku obszarach komérki nieobejmujgcych
rzeski, pole powierzchni A byto oszacowane na podstawie literaturowych danych odnos$nie geometrii
rzeski pierwotnej, a liczba x byta niewiadomg i jej wptyw na wartos¢ wspétczynnika D byt oszacowany
w obliczeniach.

Stosujgc powyzszy wzor oszacowalismy wspdtczynniki dyfuzji D dla biatek o réznych wielkosciach
czasteczki na podstawie danych eksperymentalnych otrzymanych w laboratorium dr Inoue (Tabela 1
w [27]). Okazato sie, ze zalezno$¢ odwrotnosci wspdtczynnika dyfuzji od promienia
hydrodynamicznego (Stokesa) czgsteczki jest nieliniowa (Ryc. 4c w [27]), co sugeruje, ze bariera
rzeskowa selektywnie hamuje dyfuzje wiekszych czgsteczek. Sprawdziwszy dwa modele spowolnionej
dyfuzji: model sttoczenia molekularnego oraz model sita molekularnego stwierdzilismy, ze otrzymane
dane doswiadczalne najlepiej pasowaty do modelu sita molekularnego o promieniu poréw ok. 8 nm
(Ryc. 4d w [27]). Podsumowujgc — stworzony przeze mnie model matematyczny pozwolit na wglad w
molekularny charakter bariery u podstawy rzeski pierwotnej przy uzyciu metod posrednich — badania
szybkosci indukowalnej akumulacji czgsteczek réznych biatek w rzeskach przy pomocy obrazowania
fluorescencji.
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E. Opracowanie metod badania aktywnos$ci i modyfikacji potranslacyjnych biatek Gli

Biatka Gli funkcjonujg w komdrkach w dwdch postaciach: biatka petnej dtugosci sg aktywowane i
moga stymulowac transkrypcje genéw docelowych, natomiast formy, ktdre ulegty skréceniu poprzez
czesciowe trawienie przy udziale proteasomaw, petnig funkcje represoréw transkrypcji. Z
opublikowanych danych wynika, ze tworzenie skréconych represorowych form Gli jest zalezne od
czterech seryn, ktdre stanowig miejsca fosforylacji PKA. Nie byto jednak jasne, czy rola PKA ogranicza
sie do tworzenia represorowych form Gli, czy kinaza ta ma tez wptyw na aktywnos$c¢ form biatek Gli
petnej dtugosci. Na podstawie moich badan wptywu aktywnosci PKA na lokalizacje rzeskowg biatek
Gli (cze$¢ 2 Osiggniecia) postawitem hipoteze, ze PKA reguluje lokalizacje i aktywnos¢ biatek Gli
petnej dtugosci bezposrednio poprzez fosforylacje miejsc docelowych w ich sekwencji. Sprawdzenie
tej hipotezy wymagato jednak opracowania nowych metod doswiadczalnych przystosowanych do
typdéw badan, jakie chciatem przeprowadzié.

Po pierwsze, chciatem sprawdzié wptyw mutacji miejsc fosforylacji biatek Gli na aktywnos¢ tych
biatek w warunkach zblizonych do fizjologicznych. Wiekszos¢ badan biatek Gli opierata sie dotychczas
na nadekspresji zmutowanych form tych biatek w komérkach. Biatka Gli w warunkach nadekspresji
nie podlegajg jednak regulacji przez o$ Ptch-Smo i sg w stanie aktywowac transkrypcje genéw
docelowych nawet pod nieobecnos¢ liganda [28]. Aby unikng¢ znacznej nadekspresji biatek Gli w
komérkach postanowitem opracowaé metode tworzenia stabilnych linii eksprymujgcych biatko Gli2
(dzikiego typu lub zmutowane) na poziomie zblizonym do fizjologicznego. W tym celu skorzystatem z
systemu Flp-In opracowanego przez firme Invitrogen. System ten sktada sie z trzech elementow: (1)
linii komdrkowej posiadajgcej pojedyncze miejsce rekombinacji FRT w Scisle okreslonym miejscu w
genomowym DNA, (2) plazmidu kodujgcego rekombinaze Flp, oraz (3) wektora plazmidowego, w
ktorym wstawione DNA kodujgce badane biatko (w naszym przypadku Gli2) sgsiaduje z miejscem
rekombinacji FRT i genem opornosci na hygromycyne. Po kotransfekcji wektora kodujgcego Gli2 oraz
plazmidu kodujgcego rekombinaze Flp w komadrkach Flp-In, sekwencja badanego biatka ,, wklejana”
jest do genomu w pojedyriczym miejscu rekombinacji FRT (Ryc. 1 w [29]). Dzieki temu, po selekcji
hygromycyng uzyskujemy identyczne klony komadrek ze stabilnie zintegrowanym egzogennym
biatkiem Gli2 typu dzikiego lub z modyfikacjami (metki, mutacje). Poniewaz stworzone w ten sposdb
linie majg pojedyricza kopie egzogennego Gli2 zawsze w tym samym regionie genomu, ekspresja tego
biatka jest stosunkowo niska (mniej wiecej na poziomie ekspresji endogennego Gli2) i poréwnywalna
pomiedzy liniami eksprymujgcymi biatko Gli2 zawierajace rézne modyfikacje. To powoduje, ze efekty
modyfikacji mogg by¢ bezposrednio ze sobg poréwnywane bez koniecznosci dopasowywania
poziomu ekspres;ji.

Drugim problemem metodologicznym, przed ktédrym stangtem, byt brak opracowanych metod
bezposredniego pomiaru poziomu fosforylacji biatek Gli przez PKA. Tu do wyboru miatem albo
wygenerowanie fosfo-specyficznych przeciwciat przeciwko miejscom fosforylacji przez PKA[30], albo
pomiar poziomu fosforylacji przy uzyciu ilosciowej spektrometrii mas (MS) [31]. Wygenerowatem
przeciwciato przeciwko jednemu z miejsc fosforylacji przez PKA (tzw. miejsce P6, czyli S956 w mysim
Gli2), ale nie wykazato ono wystarczajgco specyficznego wigzania do ufosforylowanego biatka, przez
co trudno byto ocenic poziom fosforylacji P6 przy pomocy tego przeciwciata. W zwigzku z tym
postanowitem opracowac, we wspodtpracy z dr Robertem Ahrendsem z laboratorium dr Mary Teruel
na Uniwersytecie Stanforda, metode pomiaru fosforylacji Gli2 opartg na spektrometrii mas. W
metodzie tej, znanej pod nazwg Selected Reaction Monitoring (SRM), badane biatko trawi sie
trypsyna, a nastepnie uzywa sie spektrometru mas typu potrojny kwadrupol do pomiaru zawartosci
specyficznych peptyddw tryptycznych zawierajgcych dane miejsce fosforylacji w formie
ufosforylowanej lub nieufosforylowanej. Jesli w prébce badanej wiecej jest peptydu
ufosforylowanego a mniej nieufosforylowanego niz w prébce kontrolnej, stwierdzamy, ze badane
biatko podlegato fosforylacji w wiekszym stopniu w komérkach badanych niz w kontrolnych.
Spektrometry typu potréjny kwadrupol nadajg sie szczegdlnie dobrze do pomiaréw ilosciowych
zawartosci danego peptydu w mieszaninie poniewaz majg bardzo szeroki zakres dynamiki (ponad 4
rzedy wielkosci) i wysokg czutosé.
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Optymalizacje parametrow doswiadczenia rozpoczgtem od catosciowej analizy
immunoprecypitowanego biatka Gli2 na spektrometrze mas typu putapka jondw/Orbitrap we
wspotpracy z firmg MS Bioworks. Wyniki tej analizy wskazaty, ktére z mozliwych peptyddéw
tryptycznych zawierajgcych miejsca fosforylacji przez PKA sg wykrywane metodg spektrometrii mas.
Jest to o tyle istotne, ze fosforylacja niekiedy zaburza proces trawienia trypsyng i w prébce moga
wystepowacd peptydy ,niedotrawione”, a wiec zawierajgce nienaruszone miejsca ciecia trypsyng. Co
wiecej, niektdre peptydy Zle rozdzielajg sie na kolumnie chromatografii cieczowej lub sg stabo
wykrywalne w spektrometrze mas, co powoduje, ze sg w ogdle nie mogg by¢ badane t3 metods. Na
podstawie spektréw chromatografii cieczowej/tandemowe] spektrometrii mas (LC-MS/MS)
wygenerowanych w tym wstepnym doswiadczeniu, wybratem sekwencje fosfopeptyddéw
odpowiadajgcych miejscom docelowym PKA oraz ich nieufosforylowanych odpowiednikéw, ktére
dawaty najbardziej intensywne sygnaty. Nastepnie zakupitem syntetyczne peptydy identyczne z tymi,
ktére wykrytem w doswiadczeniu LC-MS/MS zawierajgce ufosforylowane lub nieufosforylowane
reszty seryny. Mieszanine tych peptyddw poddatem separacji przy uzyciu HPLC oraz detekcji na
spektrometrze mas typu potréjny kwadrupol. Wstepne badania przy uzyciu syntetycznych peptydéw
pozwolity dr Ahrendsowi na dobranie odpowiednich parametréw rozdziatu chromatograficznego i
detekcji na spektrometrze. Przy uzyciu tak zoptymalizowanej metody badaniu poddalismy peptydy
pochodzace z endogennego biatka Gli2 wyizolowanego z fibroblastow mysich NIH/3T3. Do izolacji
Gli2 metodg immunoprecypitacji uzytem wygenerowanego w naszym laboratorium we wspétpracy z
firma Cocalico Biologicals krdliczego przeciwciata przeciwko Gli2. Przeciwciato to zachowuje swoje
powinowactwo do epitopu w obecnosci 2M mocznika, co pozwolito mi na lize komérek w
denaturujgcym buforze zawierajgcym mocznik i zapewnito, ze w trakcie procedury izolacji biatko Gli2
nie ulegato defosforylacji przez aktywne fosfatazy. Co wiecej, izolacja w obecnosci mocznika
zminimalizowata ilo$¢ zanieczyszczen, ktdre w bardziej tagodnym buforze mogtyby
koimmunoprecypitowac z Gli2. Wyizolowane w ten sposdb biatko Gli2 poddawatem rozdziatowi
elektroforetycznemu (Ryc. 2 w [32]), a nastepnie trawieniu trypsyng w celu uzyskania mieszaniny
peptydow. Peptydy te poddawatem procedurze ilosciowej detekcji na spektrometrze typu potréjny
kwadrupol przy uzyciu metod opracowanych przez dr Ahrendsa (Ryc. 1 w [32]). Opracowatem
nastepnie metode obliczania wzglednych zmian poziomu fosforylacji biatka Gli2 na réznych resztach
seryny i treoniny na podstawie wyliczonych pél powierzchni pikéw peptydéw pochodzacych z
endogennego Gli2 oraz peptyddw syntetycznych rozdzielanych w tym samym czasie i oznakowanych
ciezkimi izotopami (Tabela 1 w [32]).

Trzecig grupa metod ktdrg zoptymalizowatem w celu badania wptywu fosforylacji na aktywnos¢
biatek Gli byty metody polegajgce na badaniu ekspresji endogennych biatek Gli w komdrkach. W tym
celu uzytem metod odwrotnej transkrypcji i iloSciowego PCR czasu rzeczywistego (RT-qPCR) oraz
western blot. Mimo, ze metody te byly juz czesciowo opracowane[33], wymagaty one dodatkowej
optymalizacji dla poszczegdlnych biatek Gli. W przypadku metody qRT-PCR zoptymalizowatem
sekwencje oraz stezenie starteréw do reakcji PCR (Tabela 1 w [34]), natomiast w przypadku metody
western blot zoptymalizowatem rozciericzenia przeciwciat oraz parametry rozdziatu i transferu biatek
(Ryc. 1 w [34]).
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F. Wplyw fosforylacji przez PKA na aktywnos¢ biatek Gli; rola biatka Smo w regulacji
fosforylacji biatek Gli przez PKA

Majac do dyspozycji opracowane metody pomiaru ekspresji, aktywnosci, oraz poziomu
fosforylacji biatek Gli, przystgpitem do badania molekularnych interakcji pomiedzy sciezkg Hedgehog
a szlakiem GPCR/cAMP/PKA. Postawitem dwie hipotezy badawcze:

(1) Fosforylacja biatek Gli przez PKA ma wptyw na aktywnos$¢ transkrypcyjng biatek Gli petnej

dtugosci niezaleznie od jej wptywu na tworzenie skroconych represorowych form Gli.

(2) Biatko Smo reguluje aktywnos¢ biatek Gli przez oddziatywanie na poziom fosforylacji biatek

Gli przez PKA.

Aby zweryfikowaé pierwszg hipoteze postanowitem zbada¢ aktywnosc¢ transkrypcyjna
zmutowanych biatek Gli w ktérych seryny bedgce miejscami docelowymi kinazy PKA zostaty
zastgpione przez alaniny. W sekwencji biatek Gli2 i Gli3 znajduje sie 6 miejsc docelowych PKA, ktdére
nazwatem P1-6. Wiadomo byto, ze miejsca P1-P4 sg zaangazowane w tworzenie skréconych
represorowych form biatek Gli poniewaz ich mutacja (forma P1-4A) powoduje zaburzenie tego
procesu [35]. Mimo to, zarodki mysie, w ktérych zamiast endogennego biatka Gli2 eksprymowane
jest biatko Gli2 P1-4A majg dos¢ fagodny fenotyp w obrebie proceséw rozwojowych regulowanych
przez Sciezke Hh, nie przypominajacy silnego fenotypu u embriondw pozbawionych aktywnosci PKA
[5]. Sugeruje to, ze petna aktywacja biatek Gli nie moze zaleze¢ jedynie od defosforylacji miejsc P1-
P4. Postanowitem porownac aktywnos¢ biatek Gli2 P1-4A oraz Gli2 P1-6A, w ktdrym wszystkie szes¢
seryn fosforylowanych przez PKA zostaty zastgpione przez alaniny. Okazato sie, ze zaréwno w
warunkach nadekspresji, jak i w komadrkach stabilnych eksprymujacych badane biatka na niskim
poziomie, biatko Gli2 P1-6A jest znacznie bardziej aktywne transkrypcyjnie niz biatko Gli2 P1-4A i
biatko Gli2 dzikiego typu mimo (Ryc. 3 w [36]), Ze juz mutacja pierwszych 4 seryn catkowicie hamuje
powstanie represorowych form Gli (Ryc. 2B w [36]). Biatko Gli2 P1-6A jest ponadto bardziej
skoncentrowane w jagdrze komérkowym niz Gli2 P1-4A (Ryc. 3B w [36]), co tez $wiadczy o jego
podwyzszonym poziomie aktywnosci. Oznacza to, ze o ile seryny P1-4 regulujg powstawanie form
represorowych biatek Gli, o tyle seryny P5 i P6 majg kluczowe znaczenie dla aktywnosci
transkrypcyjnej biatek Gli petnej dtugosci.

Mimo, ze wyniki uzyskane na hodowlach komdrkowych byty niezwykle obiecujgce, trudno byto
na ich podstawie stwierdzi¢, czy te same mechanizmy majg kluczowe znaczenie w regulacji biatek Gli
w zywym organizmie. Aby zweryfikowa¢ in vivo wyniki badan przeprowadzonych w hodowlach,
nawigzatem wspotprace z Jennifer Kong z laboratorium dr Bennetta Novitcha na University of
California, Los Angeles. Dr Novitch specjalizuje sie w badaniu rozwoju embrionalnego kregowcow
przy uzyciu metody elektroporacji embriondéw kurzych wewnatrz jaja. Ta metoda jest niezwykle
przydatna w analizie regulacji sciezki Hh, poniewaz w embrionach kurzych, tak jak w embrionach
ludzkich, Shh odgrywa kluczowa role w tworzeniu wzorca osi grzbietowo-brzusznej w rdzeniu
kregowym (patrz réwniez czes¢ B). Wprowadzenie do cewy nerwowej konstruktéw ktére zaburzajg
funkcje sciezki Hh powoduje zmiany w réznicowaniu sie réoznych typdw neurondw: konstrukty ktére
aktywuja Sciezke Hh powodujg ektopowg ekspresje gendw charakterystycznych dla brzusznych
neurondow w grzbietowej czesci rdzenia, natomiast konstrukty, ktdre hamujg sygnalizacje Hh
powodujg nieprawidtowe rdznicowanie sie neurondw grzbietowych w brzusznej czesci rdzenia. Pani
Kong elektroporowata przygotowane przeze mnie konstrukty DNA zawierajgce sekwencje Gli2
dzikiego typu, Gli2 P1-4A oraz Gli2 P1-6A do cewy nerwowej zarodkow kurzych, a nastepnie po 2
dniach utrwalata embriony i badata ekspresje markeréw poszczegdlnych grup neuronéw metoda
immunofluorescencji. Z badan tych wynikto, ze Gli2 P1-6A, ale nie Gli2 P1-4A, stymuluje réznicowanie
neurondw z rejondw brzusznych rdzenia kregowego (eksprymujgcych markery FOXA2, NKX2.2, oraz
NKX6.1) w grzbietowych czeéciach rdzenia (Ryc. 4 w [36]). Swiadczy to o ektopowej aktywacji $ciezki
Hh w grzbietowych czesciach rdzenia kregowego u embriondw z ekspresjg Gli2 P1-6A i stanowi
potwierdzenie wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej tego mutanta Gli2. Doswiadczenia te pokazuja, ze
fosforylacja biatek Gli przez PKA odgrywa kluczowa role w regulacji ich aktywnosci nie tylko w
hodowlach komérkowych, ale takze in vivo.

10



Postepowanie habilitacyjne — dr Pawet Niewiadomski Zatgcznik nr 2

W celu zbadania hipotezy (2) a wiec sprawdzenia, czy biatko Smo kontroluje poziom fosforylacji
biatek Gli uzytem opracowanej przeze mnie we wspotpracy z dr Robertem Ahrendsem metodologii
polegajacej na izolacji biatka Gli2 z lizatow komdrkowych i badaniu poziomu jego fosforylacji przy
uzyciu spektrometrii mas. Ustalilismy, ze w komdrkach hodowanych w obecnosci agonisty Smo — SAG
poziom fosforylacji miejsc P1, P2, P5 i P6 jest nizszy niz w komdrkach kontrolnych (Ryc. 5 w [36]). Jest
to zgodne z postawiong przeze mnie hipotezg, ze Smo aktywuje biatka Gli przez zahamowanie
fosforylacji biatek Gli przez PKA.

Dodatkowym ciekawym wynikiem, jaki uzyskali$my w przebiegu badan nad fosforylacjg Gli2, byt
rosngcy poziom fosforylacji dodatkowego miejsca niebedgcego miejscem docelowym dla PKA
znajdujacego sie w N-koricowej czesci biatka Gli2. Miejsce to, nazwane Pg, ulegato fosforylacji w tym
samym czasie kiedy fosforylacja miejsc P1-P6 zmniejszata sie (Ryc. 6 w [36]). Sugeruje to, ze
fosforylacja miejsca Pg uczestniczy w aktywacji biatek Gli. Zgodnie z tg hipotezg, kiedy seryne Pg oraz
kilka dodatkowych seryn i treonin w tej same] okolicy zamieniono na kwasne (,,fosfomimetyczne”)
reszty glutaminianu, tak skonstruowany mutant Pc-gE miat wyzszg aktywnos¢ transkrypcyjna niz Gli2
dzikiego typu. Co wiecej, Gli2 Pc-gE jest mniej stabilny w komdrkach, co czesto jest oznaka wyzszej
aktywnosci biatka Gli2. Aktywne formy biatek Gli s3 bowiem degradowane w jadrze przy udziale
biatka adaptorowego ligazy ubikwityny o nazwie SPOP [22]. Dalsze badania powinny odpowiedzie¢ na
pytanie jaka kinaza jest odpowiedzialna za fosforylacje miejsca Pg oraz czy i w jaki sposéb Pgiinne
miejsca fosforylacji w tym samym klastrze seryn i treonin biorg udziat w zwiekszeniu aktywnosci
transkrypcyjnej biatek Gli.
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G. Podsumowanie

Za najwazniejsze osiggniecia przedstawionych prac uwazam:

1.

Pokazanie, ze $ciezka Hh jest regulowana przez o$ PACAP/cAMP/PKA w komdrkach
progenitorowych rdzenia kregowego. Hodowla tych komdrek w obecnosci aktywatora sciezki
Hh powoduje, ze powstajg z nich neurony o fenotypie zblizonym do neurondéw w brzusznej
czesci rdzenia kregowego. Dodanie PACAP do hodowli hamuje réznicowanie progenitoréw w
kierunku neurondéw brzusznych.

Odkrycie, ze $ciezka Hh regulowana jest przez dwie niezalezne pule komdrkowego PKA.
Jedna z tych pul regulowana jest bezposrednio przez sygnalizacje Hh, ale jej udziat w
catkowitej aktywnosci PKA w komadrce jest niewielki. Druga wieksza pula nie podlega
bezposrednio regulacji przez sygnalizacje Hh, ale jest modulowana przez receptory zwigzane
z biatkami G (GPCR). Wspodtpraca pomiedzy tymi dwiema pulami PKA w komdrce daje
mozliwos¢ precyzyjnego regulowania poziomu aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych Gli.
Wykazanie, ze PKA wptywa na czynniki transkrypcyjne Gli poprzez zmiane ich lokalizacji w
rzesce pierwotnej. Stymulacja komdérek agonistami Sciezki Hh powoduje akumulacje biatek
Gli na koniuszku rzeski. Aktywacja PKA dziata antagonistycznie do sygnatu Hh i powoduje
ucieczke biatek Gli z rzeski.

Pokazanie, ze biatka rozpuszczalne mogg przedostawac sie do rzeski pierwotnej na zasadzie
utrudnionej dyfuzji przez sito molekularne. To zjawisko ttumaczy dlaczego wieksze czgsteczki
biatek dostajg sie do rzeski znacznie wolniej niz by to wynikato z fizycznych praw dyfuzji w
cieczach. Duze biatka sg selektywnie wychwytywane przez sito u podstawy rzeski i ich
przedostawanie sie do wnetrza jest przez to zahamowane.

Opracowanie nowatorskich metod badania molekularnych i biochemicznych aspektow
regulacji biatek Gli w sygnalizacji Hh. Aktywnos$¢ zmutowanych biatek Gli badana byta przy
uzyciu szybkiej metody generowania stabilnych linii komdrkowych przy uzyciu systemu Flp-In.
Poziom fosforylacji biatek Gli na wybranych resztach aminokwasowych byt sprawdzany przez
ilosSciowg spektrometrie mas (metoda SRM).

Pokazanie, ze fosforylacja biatek Gli przez PKA ma kluczowe znaczenie nie tylko dla tworzenia
skréconych form represorowych, ale réwniez dla zahamowania aktywnosci transkrypcyjnej
biatek Gli petnej dtugosci. Biatko Gli2 w ktérym usunieto miejsca fosforylacji przez PKA jest
konstytutywnie aktywne i nie podlega regulacji przez sciezke Hh. Aktywnosé mutanta Gli2 P1-
6A zostata pokazana zaréwno w hodowli komdrkowej, jak i w modelu in vivo.

Odkrycie, ze stymulacja Smo powoduje defosforylacje biatek Gli na resztach fosforylowanych
przez PKA. Sugeruje to, ze PKA jest nie tylko zewnetrznym modulatorem Sciezki Hh, ale ze
kinaza ta stanowi integralng czes¢ sygnatu Hh bezposrednio regulowang przez Ptch i Smoi
wplywajgca na aktywnosc¢ transkrypcyjna biatek Gli.

Uzyskane wyniki sugerujq, ze fosforylacja biatek Gli przez PKA stanowi podstawowy mechanizm
dzieki ktéremu pod nieobecnos¢ liganda Hh biatka te pozostaja nieaktywne transkrypcyjnie lub
ulegaja konwersji do form represorowych. W obecnosci liganda Hh, kinaza PKA podlega regulacji
przez receptory zwigzane z biatkami G takie, jak receptor peptydu PACAP, co z kolei przyczynia sie
do modulacji transkrypcji zaleznej od sciezki Hh niezaleznie od kanonicznej kaskady Hh.
Podstawowym efektem fosforylacji biatek Gli przez PKA jest zablokowanie ich lokalizacji w rzesce
pierwotnej, co moze by¢ zwigzane z zahamowaniem ich aktywnego transportu przez bariere w
postaci sita molekularnego u podstawy rzeski.
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5.3 Krotkie streszczenie osiggnie¢ naukowych niebedacych podstawa wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego

A. Analiza poréwnawcza sygnalizacji PACAP/VIP w mézgu kregowcow

W przebiegu mojego stazu magisterskiego a nastepnie doktorskiego zajmowatem sie
biochemicznymi mechanizmami sygnalizacji zaleznej od peptydéw PACAP i VIP w mdézgu kregowcow.
PACAP i VIP nalezg do rodziny wydzielanych peptyddw sygnalizujgcych przez receptory zwigzane z
biatkami G. U ssakow wystepujg trzy rodzaje receptoréw PACAP/VIP — PAC1 selektywnie wigze
PACAP, natomiast receptory VPAC1 i VPAC2 wigzg VIP i PACAP z podobnym powinowactwem.
Najpierw pokazatem, ze receptory PACAP w korze mdzgowej kurczecia ulegajg szybkiej desensytyzacji
pod wptywem niskich stezen PACAP (publikacja 14) a takze pokazatem, ze kinaza biatkowa C nie
wplywa zwrotnie na sygnalizacje przez PACAP (publikacja 12). W dalszej kolejnosci dokonatem analizy
poréwnawczej charakterystyki farmakologicznej receptoréw dla PACAP i VIP w korze mdzgowej
trzech gatunkow ptakéw (kurczecia, gesi i indyka) oraz jednego ssaka (Swinki morskiej) przy uzyciu
metod wigzania radioligandéw do receptoréw w preparatach btonowych oraz pomiaru produkcji
cAMP pod wptywem ligandéw nieoznakowanych (publikacje 7,8,9,10,11). Pokazatem, ze receptory
PACAP/VIP u réznych gatunkéw maja bardzo podobne wtasciwosci biochemiczne, cho¢ receptory
ssacze wykazujg paradoksalnie nieco wyzsze powinowactwo do kurzej formy VIP niz do formy ssacze;.
Byto to zgodne z obserwacjg, ze kurzy VIP silnie stymulowat w korze mdzgowej s$winki morskiej
produkcje cCAMP.

B. Badanie wptywu mutacji genéw PACAP i VIP na rozwdj postnatalny u myszy

Po obronie pracy doktorskiej i krétkim okresie pracy dydaktyczno-naukowej na Uniwersytecie
Medycznym w todzi wyjechatem na staz podoktorski do University of California, Los Angeles do
laboratorium dr Jamesa A. Waschek’a. Tam kontynuowatem swoje badania nad peptydami PACAP i
VIP, tym razem skupiajgc sie na roli tych peptyddéw w rozwoju postnatalnym u ssakdw. Poniewaz
zaréwno PACAP, jak i VIP wigze sie do receptoréw typu VPAC z podobnym powinowactwem, ich role
w organizmie mogg czesciowo pokrywac sie ze sobg. W zwigzku z tym, delecja jednego z peptydow
moze spowodowaé, ze drugi przejmie jego funkcje. Aby zbadac role peptydéw VIP i PACAP u mysich
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oseskow i u osobnikéw dorostych, skrzyzowatem myszy z delecjg genu vip oraz myszy z delecjg genu
pacap. Myszy pozbawione obu gendw (DKO — double knockout) wykazaty wiele zaburzen rozwoju
postnatalnego, ktére nie byty widoczne u myszy z delecjg jednego z gendw. W szczegdlnosci, myszy
DKO rosng znacznie wolniej niz myszy typu dzikiego. R6zne organy myszy DKO wykazujg rézne tempo
wzrostu, przy czym najwolniej rosng u nich grasica i Sledziona, a najszybciej mdzg. Co wiecej, samice
myszy DKO umierajg znacznie czesciej niz samice dzikiego typu w pierwszych szesciu miesigcach
zycia. Nie udato sie nam ustali¢ przyczyny Smierci samic DKO ani tez przyczyny spowolnionego
wzrostu oseskow, ale sgdzimy, Zze zaburzenie wzrostu moze by¢ spowodowane zmnejszonym
poziomem peptydu IGF1 w osoczu myszy DKO (publikacja 4).

C. Badanie hamujgcego wpltywu PACAP na powstawanie rdzeniaka zarodkowego u myszy z mutacjg
ptchl

W laboratorium Jamesa Waschek’a réwniez po raz pierwszy podjgtem tematyke interakcji miedzy
sygnalizacjg zalezng od PACAP/GPCR a $ciezkg Hh. Uczestniczytem w projekcie, w ktorym badalismy
nowotworzenie u myszy ze zmutowanym jednym z alleli genu ptch1 (myszy ptch1+/-). U okoto 20%
tych myszy rozwijajg sie nowotwory mézdzku bardzo przypominajgce ludzki nowotwér rdzeniak
zarodkowy (ang. medulloblastoma; MB). Wykazalismy, ze dodatkowa mutacja jednego allelu genu
pacap (myszy podwdjnie heterozygotyczne — double heterozygous ; DH) powoduje trzykrotne
zwiekszenie odsetka myszy z nowotworami (publikacja 5). Co wiecej pokazalismy, ze MB z myszy DH
majg wyzszg ekspresje gendw zaleznych od $ciezki Hh niz nowotwory u myszy ptchl+/- oraz, ze
egzogennie podany PACAP obniza proliferacje linii komorkowej wyprowadzonej z mysiego guza MB.

W wielu nowotworach wystepujg tak zwane rakowe komarki macierzyste (cancer stem cells —
CSC), ktére sg oporne na tradycyjng chemio- i radioterapie i mogg powodowaé nawrét nowotworu
nawet po dtugotrwatym i agresywnym leczeniu. Kontynuujgc nasz cykl badan nad rdzeniakiem
zarodkowym, postanowilismy sprawdzi¢, czy PACAP wptywa na wtasciwosci komorek
nowotworowych, ktdre upodabniajg je do komdrek macierzystych. OpracowaliSmy metode
propagacji komérek CSC z mysiego rdzeniaka zarodkowego, polegajgcg na hodowli tych komaérek w
zawiesinie jako tzw. rakosfery. Wykazalismy, ze PACAP hamuje ekspresje genu docelowego
sygnalizacj Hh — Glil oraz zmniejsza proliferacje komorek wewnatrz rakosfer, co potwierdza
potencjalng uzytecznos¢ PACAP jako srodka terapeutycznego w MB (publikacja 2).

D. Wykazanie wptywu receptoréw LXR na sygnalizacje Hh

We wspotpracy z grupg dr Farhada Parhamiego z UCLA podjgtem tematyke interakcji Sciezki Hh z
receptorami typu Liver X Receptors (LXR). Wykazalismy, ze stymulacja LXR przy uzyciu agonistéw tych
receptorow powoduje zmniejszenie aktywacji Sciezki Hh w komérkach zrebu szpiku kostnego oraz w
hodowlach organotypowych kosci czaszki. Agonisci LXR nie hamujg sciezki Hh w fibroblastach, gdzie
receptory LXR nie ulegajg ekspresji, ani w komdrkach, w ktérych ekspresja LXR jest zahamowana przy
uzyciu siRNA. Podawanie agonistéw LXR myszom powoduje obnizenie ekspresji gendw docelowych
Sciezki Hh w watrobie, ptucach i sledzionie. Badania te sugerujg, ze agonisci LXR mogg by¢ uzyci do
zahamowania sciezki Hh w stanach patologicznych takich jak nowotwory zalezne od sygnalizacji Hh
(publikacja 3).

E. Badanie funkcji miozyny VI w rozwoju komérek mie$niowych

Po powrocie do Polski pracowatem przez niemal dwa lata w Pracowni Synaptogenezy Instytutu
Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego pod kierunkiem dr Tomasza Prdszynskiego. W ramach
wspotpracy miedzy Pracownig Synaptogenezy a Pracownig Molekularnych Podstaw Ruchdéw
Komadrkowych badalismy wptyw miozyny VI na rozwdj komérek miesniowych. Pokazalismy, ze
zahamowanie ekspresji miozyny VI lub ekspresja formy zmutowanej w mioblastach powoduje
zaburzenie migracji oraz ksztattu tych komaérek oraz zaburza formowanie przez nie miotub. Mioblasty
z zahamowang ekspresjg miozyny VI wykazywaty réwniez liczne zaburzenia morfologii organelli oraz
cytoszkieletu. Nasze badania sugerujg, ze miozyna VI odgrywa istotng role w rozwoju komaérek
miesniowych (publikacja 1).
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5.4 Kierowanie i udziat w projektach naukowych

Charakter udziatu w | Tytut projektu Nr projektu | Zrédia Wysoko$é Miejsce Lata
projekcie finansowania | finansowan | realizacji
ia
PKA modulation of - . .
. US National University of 3
Wspéiwykonawca lr:xee?i%?lzglga's?or:lnzuse CA110384 Institutes of :1‘3%1 835 California Los gggg
micdsl Health Angeles
Protein kinase . University of
Giéwny US National e
A/Hedgehog pathway ; 154 000 California Los | 2011-
wykonawcalWspoiadt | interaction at the HDOBBEEE | Institules of | gD Angeles/Stanf | 2012
primary cilium ord University
High troughput imaging !
Giéwny US National
of Hedgehog pathway . 316 000 Stanford 2011-
wykanawca/wspoiaut | components at the NS074091 | Inslitses of | usp University 2012
primary cilium
Sontag
Regulation of Gli Foundation
Wspéiwykonawca Proteins in - Distinguished 30500000 szﬁctfa?;?ty gg} ;’
Medulloblastoma Scientist
Award
Dissecting the Role of
the Tumor Suppressor V Foundation 200 000 Stanford 2011-
Wspbiwykonawea | g5, in Hedgehog- - Scholar Award | USD University 2012
driven Cancers
Instytut
Molekularne podstawy Biologii
; 2012/05/E/N | Narodowe 1 500 000 - 2013-
Wspéitwykonawca roZwoju synapsy A Do$wiadczal-
nerwowo-miesniowej Z3/00487 Centrum Nauki | PLN nej im. M. 2015
Nenckiego
Instytqt
Korownikgrantu | lomvtns ooy | 2DAITIBN | Narodowe | 1487300 | Dogiagcra. | 2015
nerwowo-migsniowej nej im. M.
Nenckiego
Rola rzeski pierwotnej
w aktywaciji czynnikéw | 2014/14/E/N | Narodowe 1981 030 Uniwersytet 2015-
Kierownlk grantu | o\ vocyinych Gliw | 23/00033 | Centrum Nauki | PLN Warszawski | 2020

sygnalizacji Hedgehog

5.5 Udziat i w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Bylem wspétautorem doniesier zjazdowych na nastgpujacych konferencjach:
e 2015-44" European Muscle Conference, Warszawa
2015 — EMBO Young Scientists Forum, Warszawa

o Me-

2014 - 1* Congress of the Polish Biochemistry, Cell Biology, Biophysics and Bioinformatics -
Warszawa

2012 - 1* Polish-German Biochemical Societies Joint Meeting — Poznari

2009 - 17th International Symposium on Regulatory Peptides —Santa Barbara, USA
2009 — 8" International Congress of the Polish Neuroscience Society, Warszawa
2008 - Hedeghog Signaling in Development and Disease — Stanford University, USA
2004 - 4th Forum of European Neuroscience — Lizbona, Portugalia
2004 - XVth international Congress of the Polish Pharmacological Society - Poznar
2003 - 6th International Congress of the Polish Neuroscience Society — Warszawa
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