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Poszukiwanie i charakterystyka niskoczasteczkowych inhibitoréw AK4

T

Obecnie nowotwory sa drugg najczestszg przyczyna zgonéw na $wiecie, zaraz za chorobami
uktadu krazenia. Prawie 10 milionéw zgonow w 2020 roku byto spowodowanych przez nowotwor.
W ostatniej dekadzie dokonal si¢ znaczny postep w leczeniu nowotworéw za pomocg terapii
ukierunkowanych molekularnie. Dziatajac na okre$lone cele molekularne (np. receptor, enzym),
terapie celowane sa bardziej precyzyjne i potencjalnie bezpieczniejsze w poréwnaniu z
konwencjonalnymi metodami leczenia raka, takimi jak chemioterapia i radioterapia. Z tego
powodu terapia celowana jest uwazana za kamien wegielny medycyny spersonalizowane;j, ktora
dostosowuje leczenie do poszczegdlnych pacjentéw, zamiast stosowaé model ,jeden lek dla
wszystkich”. Niemniej jednak rokowania dla wielu typéw nowotworéw nadal pozostajg
niezadowalajace ze wzgledu na szybko rozwijajaca si¢ lekooporno$¢, nawroty i przerzuty. Dlatego
nadal istnieje pilna potrzeba zidentyfikowania nowych celéw terapeutycznych, mechanizmow
lezacych u podstaw nowotworzenia i nowych strategii farmakologicznych

Metabolizm komérkowy i mitochondria sg obiecujacym celem terapii przeciwnowotworowe;.
W ostatniej dekadzie mitochondrialny izoenzym 4 kinazy adenylanowej (AK4) zostat odkryty jako
nowy marker diagnostyczny i prognostyczny oraz czynnik promujacy procesy nowotworzenia.
AKA4 to fosfotransferaza ATP:AMP nalezaca do kluczowych enzyméw kontrolujacych homeostazg
nukleotydowa i metabolizm energetyczny komorki. Obecnie wiadomo, ze kinaza AK4 reguluje
proliferacj¢ i apoptoze komoérek nowotworowych, aktywnos¢ mitochondriéw, przerzutowanie,

clem apE [} [1)

Jednak obecnie nie ma zarejestrowanych lekow celujacych w AK4, brakuje nawet jakichkolwiek
inhibitorow AK4 czy genetycznych modeli zwierzgeych, co utrudnia szerokie badania nad
patologicznym znaczeniem i potencjalem terapeutycznym AK4. Nie dysponujemy zadnymi




modelami zaleznosci struktura-aktywnosc, co wyklucza racjonalne projektowanie i synteze lekéw
hamujacych aktywnos$¢ AK4.

Celem niniejszego projektu jest odkrycie pierwszych maloczgsteczkowych inhibitoréw ludzkiej
AK4 poprzez przeszukiwanie roéznorodnych kolekcji zwiazkéw pochodzenia naturalnego,
polsyntetycznego i syntetycznego, m.in. lekéw, analogdéw substratow, inhibitorow kinaz i
zwigzkow bioaktywnych. Projekt Iaczy metody obliczeniowe i eksperymentalne w celu zbadania
parametréw ADMET, potencjatu i mechanizmu hamowania, sposobu wigzania oraz selektywnos$ci
wybranych zwiazkéw. Obejmuje réwniez ewaluacje biologiczna in vitro odkrytych inhibitoréw
AK4 z uzyciem linii komoérek nowotworowych w celu wybrania najbardziej obiecujgcych
zwigzkéw o pozadanym potencjale biologicznym i profilu farmakologicznym. W ostatnim etapie,
wyznaczone parametry zidentyfikowanych inhibitoréw AK4 beda podstawg do stworzema
ilosciowego modelu zaleznosci struktura-aktywnos¢ (QSAR).

We wnioskowanym projekcie zaplanowano wykonanie nastepujacych etapow:

1) Synteza, oczyszczanie i charakterystyka biochemiczna rekombinowanego biatka AK4

2) Identyfikacja potencjalnych inhibitoréw AK4 w oparciu o przeszukiwanie réznorodnych
kolekcji zwigzkéw pochodzenia naturalnego, polsyntetycznego i syntetycznego

3) Charakterystyka in vitro i in silico wybranych inhibitorow AK4

4) Ewaluacja biologiczna in vifro potencjatu biologicznego inhibitorow AK4 stosujgc linie
komoérek nowotworowych

5) Analiza zaleznosci pomigdzy strukturg chemiczng a aktywnoscig biologiczng inhibitoréw
AK4 (model QSAR)

AK4 zostanie wyprodukowana jako rekombinowane biatko ze znacznikiem His-tag, stosujac
bakteryjny system ekspresyjny sktadajacy si¢ z wektora ekspresyjnego pET i szczepu E. coli BL21-
CodonPlus(DE3) lub pochodnych. Rekombinowany enzym AK4 zostanie oczyszczony na drodze
chromatografii powinowactwa do unieruchomionych jonéw metali i filtracji zelowe;j.
Charakterystyka biochemiczna bgdzie obejmowata analiz¢ parametréw biochemicznych (np.
optymalne pH, temperatura, czas, ilo§¢ enzymu i st¢zenie kofaktora) oraz parametréw
kinetycznych (np. Km, Kecat, Vmax, specyficzno$¢ substratowa). Aktywno$¢ enzymatyczna AK4
zostanie okre$lona na podstawie ilo$ciowego oznaczenia produktéw reakcji enzymatyczne;j
(nukleotydow) przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie
faz (RP-HPLC).

~W_celu poszukiwania inhibitorow AK4, zostang przeanalizowane roznorodne kolekcje
zwigzkéw pochodzenia naturalnego, pélsyntetycznego i syntetycznego pod katem ich
potencjalnych wtasciwosci hamujacych, w tym leki testowane w fazach klinicznych i zatwierdzone
przez FDA/EMA, analogi substratéw, inhibitory kinaz i zwigzki bioaktywne pochodzenia
roslinnego. Zwiazki bgda pochodzi¢ ze zrédet komercyjnych i od partneréw naukowych.

Aktywno$¢ AK4 bedzie oznaczana przy st¢zeniu inhibitora 20uM lub nizszym, zwigzki zostana
uszeregowane pod katem wydajnosci inhibicji, a najbardziej obiecujgce inhibitory zostang poddane
charakterystyce in vitro i in silico:

a/ Okreslenie profili farmakokinetycznych i toksycznosci — predykcja parametrow ADME, klasy
toksycznoscei i LDso przy uzyciu serwer6w admetSAR 2.0 i ProTox;

b/ Okreslenie wydajnosci inhibicji (ICso) i mechanizmu inhibicji MOI (Ki, Km, Vimax) — stosujac
rézne stezenia inhibitora i substratu podczas reakcji enzymatycznej i metode RP-HPLC;

¢/ Badania oddziatywan AK4-ligand w celu okreslenia sily wigzania — stosujgc spektroskopie
fluorescencyjna;
d/ Ocena selektywnosci inhibitora wobec dwéch innych AK metoda RP-HPLC;




e/ Badania obliczeniowe - dokowanie molekularne i symulacje dynamiki molekularnej zostang
przeprowadzone przy uzyciu oprogramowania AutoDock Vina 1 GROMACS lub innych. Struktury
3D AK zostang pobrane z Protein Data Bank lub wygenerowane przez modelowanie homologiczne.
Do identyfikacji miejsca wigzacego zostanie uzyty serwer FINDSITEcomb2.0. Uzyskane dane
pomoga nam przewidzie¢ miejsce wigzania inhibitora (w ten sposéb okresli¢ MOI), powinowactwo
wigzania i selektywno$¢.

W nastepnym etapie najbardziej obiecujgce zwiazki zostang poddane dalszej ocenie in vitro przy
uzyciu réznych linii komoérek nowotworowych. W celu potwierdzenia potencjatu
przeciwnowotworowego i hamujgcego AK4, oceniony zostanie wzrost/zywotno$¢ komorek i
potencjal migracyjny. Poniewaz AK4 reguluje homeostazg nukleotydow, zostanie okreslone
stezenie wewnatrzkomérkowych 1 zewnatrzkomoérkowych nukleotydéw adeninowych oraz
adenozyny z wykorzystaniem ekstrakcji do fazy statej i RP-HPLC.

Model farmakoforu i QSAR zostang opracowane przy uzyciu réznych metod obliczeniowych i
chemometrycznych. Po optymalizacji geometrii obliczone zostang deskryptory molekularne
nalezace do réznych kategorii, takich jak cechy topologiczne, termodynamiczne, geometryczne,
elektroniczne. Aktywno$¢ biologiczna zwigzku bedzie okreslana ilosciowo na podstawie jego

powinowactwa (podanego jako Ki/Kq) i/lub wydajnosci hamowania (podanej jako ICso).

Obecnie jedyna dostepng strategig badania funkcji AK4 w systemach zywych sg kosztowne 1
trudne technicznie manipulacje genetyczne. Opracowanie pierwszych inhibitoréw ludzkiej AK4
otworzy nowe horyzonty w badaniu znaczenia patologicznego i potencjalu terapeutycznego tego
enzymu z wykorzystaniem podej$cia farmakologicznego. Taka strategia moze shuzy¢ jako
elastyczne, szybkie, proste i niedrogie narzgdzie badawcze do zastosowania w réznych modelach
eksperymentalnych in vivo i in vitro. Ponadto wyznaczone parametry inhibitorow pozwola na
zbudowanie farmakoforu oraz modelu ilosciowej zaleznosci struktura-aktywnos¢ (QSAR), ktory
jest poteznym narzedziem wspomagajacym racjonalne projektowanie lekow. Osiagnigte rezultaty
pozwolityby podjagé faze optymalizacji czasteczki wiodgcej i1 dalszego rozwoju badan
przedklinicznych. Ponadto, przeprogramowanie metaboliczne jest obecnie rozpoznane jako cecha
patologiczna nie tylko choréb nowotworowych, ale innych, takich jak nadci$nienie ptucne, fibroza,
choroby o podiozu zapalnym. Najnowsze badania potwierdzajg kluczowa role AK4 w tym
fenomenie, co czyni ten enzym obiecujgcym celem terapeutycznym. W tym kontekscie,
opracowane inhibitory moga by¢ z atwoscia zastosowane przez naukowcOw na catym $wiecie w
roznych obszarach badan nad AK4 jako alternatywa do strategii genetyki molekularnej. W
przysziosci realizacja niniejszego projektu moze potozy¢ podwaliny pod nowe terapie choréb, w

ktorych rozwoju i progresji odkryto patologiczng role AK4.
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CZESC B: CHARAKTERYSTYKA DOROBKU NAUKOWEGO AUTORA
PROJEKTU

1) Kierownik projektu — NCN Opus ,Synteza, charakterystyka oraz ocena aktywnosci
modyfikowanych biopolimerami nanoczastek magnetycznych jako potencjalnych nosnikéw
enzymow w syntezie lekéw beta-adrenolitycznych” 2014/15/B/NZ7/00972

Wartos¢ projektu: 887 660,44 zt brutto

Okres realizacji projektu: 2015r. - 2018 r

2) Kierownik projektu - Realizacja projektu badawczo — rozwojowego dla firmy Adamed Sp z
0.0.: ,,Prace rozwojowe produktu leczniczego w postaci piany na skoérg” uzyskanego z
zachowaniem wymogoéw zasady konkurencyjnosci okreslonej w Wytycznych dotyczacych
kwalifikowalno$ci wydatkéw w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego,
Europejskiego Funduszu Spotecznego oraz Funduszu Spo6jnosci.

Warto$¢ projektu: 454 955,68 zi netto

Okres realizacji projektu: 04.12.2019r. - 31.10.2023 r

IF=225,114
MNiSW= 3504

Google scholar =27 ; Scopus = 2§

Obecnie wspélpraca z innymi jednostkami prowadzona jest w tematykach:

1) Badania nad znaczeniem patologicznym i potencjalem terapeutycznym izoenzymu 4

kinazy adenylanowej (AK4) w chorobach pluc, takich jak rak pluca, przewlekia
obturacyjna choroba ptuc, nadci$nienie ptucne i idiopatyczne widknienie ptuc. Projekt jest
realizowany we wspdlpracy z Klastrem Doskonatosci ,,Excellence Claster Cardio-
Pulmonary Instltute Umwersytetu Justusa L1eb1ga w Glessen Nlemcy (prof. Norbert




2)

mechanizméw prowadzacych do rozwoju ww. chordb, ktore sg zalezne od aktywnosci
kinazy AK4. W ramach badan nad funkcjg AK4 w regulacji kinomu i metabolomu komoérek
stosowane sg technologie najnowszej generacji, takie jak profilowanie aktywnosci kinaz
biatkowych z uzyciem techniki mikromacierzy peptydowych (technologia PamGene) i
analiza metaboliczna komorek w czasie rzeczywistym (technologia Seahorse XF). Planuje
si¢ wykorzysta¢ technologi¢c PamGene w odkrywaniu i charakterystyce potencjalnych
inhibitorow AK4, poprzez badanie ich selektywnosci oraz efektéw typu downstream i off-
target.

Projektowanie enzymatycznych ukladow do syntezy zwigzkéw chiralnych (lekow) z
wykorzystaniem magnetycznych nanoczastek jako no$nikéw dla katalizatorow. Badania
pozwolity na wyznaczenie optymalnych wlasciwosci fizycznych 1 chemicznych
stosowanych nosnikéw celem zaprojektowania nanoczastek pozwalajagcych na uzyskanie
najwyzszej aktywnosci uzytych katalizatoréw. Do immobilizacji lipazy z Candida rugosa
uzyto zaprojektowane 1 wytworzone we wspdlpracy z innymi jednostkami nanonosniki
magnetyczne modyfikowane za pomoca biokompatybilnych wielkoczasteczkowych
stabilizatorow, takich jak chitozan oraz polimer amfifilowy zawierajacy czwartorzedowa

3)

4)

s6l amoniowg. W ramach projektu nawigzano wspoétprace z Wydziatem Chemii na Wolnym
Uniwersytecie w Brukseli (prof. Yvan Vander Heyden), Instytutem Naukowym w
strukturach Uniwersytetu Islandzkiego (prof. Gudmundur Haraldsson), Katedrg Chemii i
Fotochemii Polimeréw Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (dr Marta Ziegler-
Borowska).

Badania  dotyczace terapii fotodynamicznej, syntezy i charakterystyki
fizykochemicznej nowych fotouczulaczy inkorporowanych w liposomach. Projekt NCN
PRELUDIUM realizowany w Katedrze Chemii Lekéw we wspolpracy z Katedrg
Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (prof. dr hab. Tomasz Goslinski). Projekt dotyczy
otrzymywania zwigzkow fotouczulajacych, ich charakterystyki fizykochemicznej oraz
inkorporacji w nanonosnikach.

Analiza metabolomiczna i proteomiczna w aspekcie diagnostyki i zrozumienia zmian,
jakie zachodza w rozwoju chorob czlowieka. W ramach ww. badan nawigzano
wspOlprace z:

A) Odziatem Urologii i Urologii Onkologicznej z Pododdziatem Chemioterapii Szpitala
Uniwersyteckiego nr 2 im. dr Jana Biziela w Bydgoszczy (dr Piotr Jarzemski), ktora
pozwolila na przygotowanie i realizacj¢ badan dotyczacych réznicowania chorych na raka
stercza oraz z tagodnym przerostem stercza na podstawie oznaczania wybranych zwigzkéw
maloczasteczkowych i bialek w moczu. Wraz z kierowanym przeze mnie zespolem
wykazaliSmy wptyw masazu gruczotu krokowego na poziom st¢zenia bialkka EN 2
(engrailed protein 2) w probkach moczu pobranych po masazu stercza w grupie pacjentow
z rakiem stercza. Wyniki badan byly podstawg do rozpoczgcia nowych projektéw w tym
realizowanych we wspolpracy z Centrum Metabolomicznym na Melbourne University w
Australii (prof. Ute Roesner).

B) W ramach badan metabolomicznych jestem réwniez wspolwykonawcg projektu
realizowanego we wspolipracy z Klinikg Kardiologii i Choréb Wewngtrznych CM UMK.
Dotyczy on wptywu rodzaju zawalu migsnia sercowego na farmakokinetyke oraz dzialanie
przeciwptytkowe tikagreloru oraz jego metabolitu (AR-C124910XX). W ramach
wspdlpracy przeprowadzono jednoosrodkowe, randomizowane badanie oceniajace wptyw
podawania morfiny na parametry farmakokinetyczne i farmakodynamiczne tikagreloru oraz

jego aktywnego metabolitu u pacjentéw z potwierdzonym zawalem migsnia sercowego z
uniesieniem i bez uniesienia odcinka ST w elektrokardiogramie. Wyniki potwierdzily, ze
rownoczesne podanie morfiny z tikagrelorem przyczynia si¢ do obnizenia stg¢zenia
tikagreloru oraz jego aktywnego metabolitu (European Heart Journal).




5) Badania dotyczace usprawnien instrumentalnych metod analitycznych stosowanych w
analityce farmaceutycznej oraz bioanalityce. Projekt realizowany we wspdtpracy z
Laboratorium Badan Klinicznych bedacych w strukturach NIH w Stanach Zjednoczonych
(dr Ruin Moaddel) oraz z Zakladem Chemii Polimeréw UMK (dr Marta Ziegler-
Borowska). Dotyczyl zastosowania nowych magnetycznych nanoczgstek do badan nad

oddzialywaniami supramolekularnymi ksenoandrogenéw z receptorem androgenowym
(AR).
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Tytuk: ,,Application of solid-phase microextraction and quantitative structure-retention
relationships as novel tools for multi-compound bioanalysis”

Dyscyplina: Nauki Farmaceutyczne
Rok: 2014

Imi¢ i nazwisko: Tomasz Siédmiak
Tytuk: , Kinetyczny rozdzial (R,S)- ibuprofenu z zastosowaniem lipaz z Candida rugosa
w formie wolnej oraz immobilizowane;j”

Dyscyplina: Nauki Farmaceutyczne
Rok: 2014

3)

4)

5)

Imig¢ i nazwisko: Wiktor Dariusz Sroka
Tytul: ,,Oznaczanie wybranych zwigzkoéw matoczasteczkowych oraz biatek w moczu
chorych na raka stercza oraz z lagodnym przerostem stercza”

Dyscyplina: Nauki Farmaceutyczne
Rok: 2016

Imi¢ i nazwisko: Adam Edard Sikora

Tytul: ,,Rozdziat kinetyczny racemicznych form lekéw beta-adrenolitycznych z
wykorzystaniem lipaz jako enancjoselektywnych biokatalizatorow”

Dyscyplina: Nauki Farmaceutyczne

Rok: 2019

Imie i nazwisko: Dominik Wiadystaw Mieszkowski

Tytul: ,,Zastosowanie cieczy jonowych do modyfikacji faz ruchomych w chromatografii
cieczowej”

Dyscyplina: Nauki Farmaceutyczne

Rok: 2021




CZESC C: OSWIADCZENIA

1. Deklaruje¢ mozliwos$¢ pelnej realizacji projektu w okresie 4 lat.

Podpis: ,/’UOC: /[/LQY,/(/\K

2. Badania w ramach projektu be¢dg finansowane (prosze wskaza¢ zZrédto
finansowania): Podstawowa Dziatalno$¢ Badawcza Katedry Chemii Lekow.
W trakcie studiow planowane jest ztozenie wniosku w konkursie Preludium NCN.

Kierownik
/ Katedry Chemii Lekéw
i

g o
% f.drhab, MEM
Podpis: ./....70%. %'/\) %(/&mlg Podpis: / .......................

(autora projektu) (kierownika Katedry w przypadku
finansowania ze srodkéw PDB)

3. Oswiadczam, ze w przypadku prowadzenia badan z udzialem ludzi lub zwierzat
uzyskam zgode wlasciwej komisji bioetyczne;j.

CZESC D: INFORMACJE DODATKOWE

4. Rozmowa kwalifikacyjna ma zostaé przeprowadzona w jezyku
(podkresli¢ wltasciwe):

a) polskim;

b) angielskim.

5. Kandydat do projektu powinien by¢ absolwentem kierunku studiéw:

Farmacja




