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c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Myszy z wylgczonym genem dla apolipoproteiny E (apoE-knockout) sg jednym z najbardziej
uznanych eksperymentalnych modeli miazdzycy. Model ten, na przestrzeni lat, od swojego
naukowego debiutu w 1992 roku, stat sie obiektem niezwykle intensywnej eksploracji badawczej na
catym $wiecie, a prace z jego wykorzystaniem liczy sie obecnie w tysigcach pozycji. Mnogos¢
doniesien naukowych pozwolita nie tylko na szczegdtowg morfologiczng charakterystyke progres;i
aterogenezy, dokumentujac jej wysokg homologie z patologia obserwowang u ludzi, ale réwniez
udowodnita przydatnos¢ modelu apoE” do szczegdtowych badan nad potencjalnymi nowymi
strategiami przeciwmiazdzycowymi. Obserwacje fenotypu myszy apoE"' stopniowo rozszerzano poza
obszar uktadu sercowo naczyniowego, wskazujgc na mozliwe wykorzystanie tego modelu w
badaniach nad wielonarzgdowymi konsekwencjami rozwoju miazdzycy. Dotyczy to szczegdlnie
narzgdéw zuzywajgcych duze ilosci tlenu, ktérych perfuzja jest ograniczona na skutek rozrostu
blaszek miazdzycowych. Zaobserwowano m.in. rozwdj zmian o charakterystyce umiarkowanego
niealkoholowego sttuszczenia watroby, uszkodzenie mikrokrgzenia nerkowego i kiebuszkow
nerkowych oraz zmiany neurodegeneracyjne w mozgu, przypominajgce wczesne etapy choroby
Alzheimera (m.in.: zmniejszenie gestosci synaps i dendrytéw, zmiany behawioralne czy upo$ledzenie
plastycznosci neuronalnej). Co warte podkreslenia, mamy zatem do czynienia z ciekawg sytuacja,
kiedy postepujgca miazdzyca uposledza funkcje nerek czy watroby, ktére na zasadzie dodatniego
sprzezenia zwrotnego nasilajg rozwoj choroby naczyniowe;.

Prace ostatnich lat wskazujg na przewlekty, sub-kliniczny stan zapalny jako wspdlny element
w etiologii m.in. miazdzycy, otytosci, cukrzycy typu drugiego, choréb metabolicznych i
autoimmunologicznych, ale réwniez depresji czy zmian o charakterze neurodegeneracyjnym, ktére
tacznie zalicza sie do wspodtczesnych chordb cywilizacyjnych. Uszkodzenia narzgdowe sg koncowym,
najpowazniejszym powiktaniem tych choréb, zas mechanizmy odpowiedzialne za pojawianie sie szkéd
narzgdowych nie sg do konca poznane. Coraz wiecej danych wskazuje jednak, ze w ich rozwoju duzg
role odgrywa dysfunkcja mitochondriow. Wyjgtkowo liczne mitochondria w dobrze perfundowanych
narzgdach to nie tylko ,elektrownie” zaopatrujgce komoérki w ATP, ale takze kluczowe organella
regulujgce procesy smierci komoérek. W miare rozwoju miazdzycy coraz wiekszg role odgrywajg
bowiem procesy zwigzane z nadmiernym nasileniem réznych form $mierci komoérek — apoptozy,
autofagii, czy nekrozy oraz zaburzona regulacja cyklu komdérkowego (ograniczenie zdolnosci do
regeneracji, przedwczesne starzenie sig), ktérych regulacja na poziomie komorki krzyzuje sie w
mitochondriach.

Farmakologiczna korekcja zaburzen ich funkcji mogtoby stanowi¢ nowy, obiecujacy kierunek
leczenia i profilaktyki tego schorzenia. Sposréd potencjalnych molekularnych celéw takiej interwencji
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aktywno$¢ komorkowg. Uwazana za kluczowy sensor réwnowagi metabolicznej i regulator
homeostazy mitochondriéw stanowi jedno z najwazniejszych ogniw odpowiedzi komdrkowej na ich
dysfunkcje. Podstawowg rolg aktywowanej AMPK w odpowiedzi na zaburzenia homeostazy
metabolicznej komorki jest indukcja szlakéw wytwarzajgcych ATP (m.in. indukcja glikolizy, B-oksydaciji,
biogenezy mitochondriéw czy autofagii) przy jednoczesnym wygaszaniu procesow konsumujgcych
energie (takich jak: hamowanie syntezy biatek, kwaséw ttuszczowych, trigicerydéw czy cholesterolu).

Proteomika to dziedzina nauki zajmujgca sie badaniem struktury, funkcji i wzajemnych
zaleznosci pomiedzy biatkami w systemach biologicznych. Poczatkowo zorientowana na pojedyncze
biatka i procesy komorkowe, na przestrzeni ponad dwudziestu lat swojego dynamicznego rozwoju
osiggneta zdolnos¢ identyfikacji i iloSciowego oznaczania tysiecy biatek jednoczesnie, oferujac
unikatowg mozliwos¢ wgladu w niemal kompletny proteom komarki. Metodologiczny postep zwigzany
byt z rozwojem spektrometrii mas, ktéra przesuneta poziom analizy proteomicznej z catych biatek na
ich fragmenty — peptydy. Mozliwa stata sie zatem nie tylko identyfikacja mechanizmow
odpowiedzialnych za rozwdj chordb ale réwniez Sledzenie zmian biatek towarzyszacych strategiom
leczniczym, wskazujgcych na kluczowe komérkowe szlaki naprawy.

Cykl moich badan rozpoczyna opis wptywu metforminy — posredniego aktywatora AMPK — na
biatka mitochondriéw watroby i mézgu myszy apoE'/' (Stachowicz et al., 2012, Suski et al. 2016). W
obydwu przypadkach wstepna morfometryczna ocena narzadéw wykazata korzystne zmiany
wywotane aktywacjg AMPK: zmiany o charakterze rozlanego stluszczenia watroby oraz wystepowanie
binukleacji hepatocytéw w grupie myszy, ktérym podawano metformine byty mniejsze. W mézgu za$
pod wptywem podazy metforminy zaobserwowano zmniejszenie ilosci tzw. czarnych neurondéw (tj.
uszkodzonych, dysfunkcjonalnych komoérek nerwowych) do poziomu obserwowanego u dzikich myszy
C57BL/6J.

Na poziomie molekularnym podaz metoforminy wywotata zmiany w stezeniu biatek
mitochondrialnych watroby i mézgu. Metodg elektroforezy dwuwymiarowej potgczonej z tandemowg
spektrometrig mas (2DE-LC-MS/MS) w watrobie identyfikowaliSmy 25 biatek, ktérych mitochondrialne
stezenia zmienity sie pod wptywem podazy metforminy (Stachowicz et al., 2012). Mozna podzieli¢ je,
pod wzgledem ich molekularnej funkcji na: enzymy biorgce udziat w metabolizmie (szczegdlnie B-
oksydacji kwasow ttuszczowych, jak: indukcja dehydrogenazy acylo-koenzymu A czy hydratazy
enoilo-koenzymu A czy nieorganicznej pirofosfatazy), biatka zwigzane ze stresem oksydacyjnym
(m.in.: indukcja peroksyredoksyny 6, anhydrozy weglanowej 3, spadek stezenia HSP60) oraz te
zaangazowane w oddychanie komérkowe (spadek ilosci podjednostek mitochondrialnego tancucha
oddechowego). Nowym znaleziskiem byla ponad 300% indukcja N-metylotransferazy glicynowej
(GNMT) w grupie metforminy. Jego klasyczna funkcja komérkowa to katalizowanie reakcji metylac;ji
glicyny i utrzymywanie tg drogg stalego stosunku S-adenozylometioniny (SAMe) i S-
adenozylohomocysteiny (SAH), co przeciwdziata nadmiernej metylacji biatek i DNA. Co ciekawe,
GNMT wydaje sie by¢ przyczynowo zwigzana z rozwojem uszkodzen watroby: myszy pozbawione
GNMT rozwijajg sttuszczenie watroby, zas u pacjentéw z marskoscig watroby wykazano zmniejszenie
ekspresji tego biatka. Pogtebiona analiza danych literaturowych wskazuje na jego zaskakujgcg
wielofunkcyjnos$¢ zalezng od potranslacyjnej modyfikacji (tzw.: moonlighting protein). Opisano, iz pod
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komédrkowego, gdzie dziata jako czynnik transkrypcyjny dla szeregu gendéw kodujgcych enzymy
zaangazowane w detoksyfikacje watroby. Opisana w naszych badaniach indukcja i mitochondrialna
lokalizacja GNMT byta oryginalnym odkryciem badawczym, mogacym reprezentowaé wazny
mechanizm indukowany przez metformine dla przeciwdziatania sttuszczeniu watroby.

Mitochondria biorg udziat w regulacji homeostazy wapnia, $mierci komérkowej, neurogenezie i
plastycznosci synaptycznej — procesach waznych dla prawidtowego funkcjonowania uktadu
nerwowego, zas ich dysfunkcja jest przyczynowo zwigzana z nieprawidtowg czynnoscig moézgu oraz
rozwojem zaburzeh nastroju. Analiza iloSciowa zmian stezen mitoproteomu w mézgach myszy apoE'/'
pozwolita na identyfikacje 25 biatek zmienionych pod wptywem podazy metforminy (Suski et al. 2016).
Funkcjonalnie wiekszos$¢ z nich ogniskowata sie wokét mitochondrialnego metabolizmu (m.in. indukcja
acetylotransferazy acetylo-koenzymu A czy dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego), oraz
regulacji procesow apoptozy. W drugim przypadku obserwowane zmiany pozostaty niejednoznaczne
w interpretacji: spadkowi ilosci biatka wigzgcego kwasy ttuszczowe 3 (FABP3), jednego z markeréw
apoptozy i dysfunkcji mitochondridéw towarzyszyly zmiany wskazujgce na pro-apoptotyczng aktywnosc¢
metforminy, w tym indukcja czynnika indukujgcego apoptoze (AIF) oraz biatka VDAC2 przy
jednoczesnym spadku ilosci a-enolazy i statminy w mitochondriach. Obydwa te biatka zaangazowane
sg w stabilizacji bton mitochondrialnych i utrzymaniu ich prawidtowego potencjatu elektrochemicznego.
Biorgc pod uwage opisywang w literaturze pro-apoptotyczng aktywnosci metforminy, wyniki oznaczen
proteomicznych w mitochondriach myszy apoE'/' koresponduja z danymi morfometrycznymi i
wspierajg hipoteze, wedtug ktérej metformina moze wspiera¢ mechanizmy komérkowe ukierunkowane
na usuwanie dysfunkcjonalnych komoérek poprzez regulacje funkcji mitochondriéw, zawiadujgcych
sygnatami ,zycia i $mierci” komorki.

Opisane wyzej prace oparte na metodach proteomicznych wskazaty na nowe, mitochondrialne
mechanizmy przeciwdziatania dysfunkcji narzgdowej wywotane aktywacjg kinazy aktywowanej AMP.
Niosty jednak ze sobg dwa zasadnicze ograniczenia interpretacyjne: po pierwsze metformina aktywuje
AMPK posrednio, poprzez zahamowanie kompleksu | w mitochondriach i nastepczy spadek produkcji
ATP. Nie mozna zatem wykluczyé, ze niektére ze zmian w mitochondriach wywotanych przez
metformine byty regulowane bez udzialu AMPK. Po drugie, zaskakujagca mitochondrialna lokalizacja
niektérych ze zidentyfikowanych biatek wskazata, iz rozszerzenie oznaczen ilosciowych o otaczajacy
mitochondria cytozol, jak rowniez o domene transkryptomu bytaby wartosciowym poszerzeniem
badan, jednoczesnie oferujgc walidacje zmian obserwowanych w mitoproteomie.

Odpowiedzig na powstate watpliwosci byto zaplanowanie eksperymentu w modelu apoE"‘, w
ktérym AMPK zostata aktywowana swoim bezposrednim aktywatorem (AICAR), oraz zastosowanie
nowej metody izobarycznego znakowania peptydéw (isobaric tags for relative and absolute
quantitation, iTRAQ) do ilosciowych oznaczenh biatek mitochondriéw i cytozolu w watrobie myszy
apoE'/', poszerzony dodatkowo o pomiar ekspresji mRNA (RT2 Profiler PCR array) dla walidac;ji
wynikéw proteomicznych (Suski et al. 2017). Odejscie od technik zelowych na rzecz oznaczen
chromatograficznych podniosto czuto$¢ oznaczen (ilos¢ precyzyjnie zmierzonych biatek), lecz co
wazniejsze roéwniez i jako$¢é uzyskiwanych wynikéw. Dodatkowo zaoferowato mozliwosc
jednoczesnego oznaczania kilku probek jednoczesnie (multipleksowanie), zwiekszajgc przepustowosé
oznaczen oraz stopien ich standaryzacji. W toku przeprowadzonych analiz udato sie zidentyfikowag i



oznaczy¢ ilosciowo 667 biatek (256 w mitochondriach oraz 411 w cytozolu), sposréd ktorych 116
wykazato zmiany w ekspresji regulowane aktywacjg AMPK. Walidacja na poziomie transkryptomu nie
tylko udokumentowata stan dtugotrwatej aktywacji kinazy (wzrost ekspresji genéw dla PGC1-a i
Cyp2e1 przy jednoczesnym spadku Srebf1 i ChREBP), ale rdwnoczesnie potwierdzita obserwacje
proteomiczne. Zgodnie z zatozeniami, podobnie do metforminy, aktywacja AMPK bezposrednim
aktywatorem wywotata zmiany w stezeniach wielu biatek zaangaZzowanych w réznorakie procesy
komérkowe, w tym dziatanie przeciwapoptotyczne i przeciwzapalne oraz szeroki wplyw na
bioenergetyke komorki. Wsréd tychze wazng grupe stanowity alternatywne mechanizmy uzyskiwania
energii, takie jak indukcja komponent cyklu Krebsa wraz z powigzanymi z nim szlakami przemian
metabolicznych, umozliwiajacych wykorzystanie réznorakich bio-molekut do produkcji ATP (m.in.
aminokwaséw). Obserwacje te wzmocnhito odnalezienie markeréw nasilonej degradacji biatek w
watrobach myszy apoE'/' wywotanych poprzez podaz AICAR. Drugim, niezwykle ciekawym i
oryginalnym znaleziskiem w tym obszarze byta indukcja kinazy adenylowej 2 (AK2) w mitochondriach,
co ciekawe, przy jednoczesnym zmniejszeniu jej cytozolowej obecnosci. Biatko to, poprzez katalize
odwracalnej reakcji inter-konwersji nukleotydéw adeninowych (ATP + AMP = 2ADP), jest
zaangazowane nie tylko w regulacje wzajemnej relacji ADT/ATP, ale réwniez uczestniczy w
celowanym transferze ATP z miejsc powstawania do miejsc jego utylizacji. Szczegéinym przyktadem
takiej komunikacji jest proces stresu retikulum endoplazmatycznego, w ktéorym podaz
mitochondrialnego ATP do retikulum mediowana przez AK2 ma za zadanie dostarczenie energii dla
enzymow zaangazowanych w usuwanie nadmiaru uszkodzonych badz Zle sfatdowanych biatek. Co
wazne, w naszych danych odnotowalismy réwniez indukcje markeréw dowodzacych przeciwdziataniu
dysfunkgji retikulum u myszy, ktérym podawano AICAR. Zatem, wspomniane obserwacje wskazujg na
retikulum endoplazmatyczne jako na nowy, nieopisywany dotgd cel mechanizméw kompensacyjnych
w watrobie myszy apoE"' wywotanych aktywacja AMPK. Drugim ciekawym sub-komorkowym
obszarem aktywnosci AMPK w naszych danych byly peroksysomy, ktérych markery ilosciowe i
funkcjonalne ulegty represji pod wptywem aktywacji AMPK. Organella te posiadajg zdolnos¢ do
autonomicznej replikacji, zatem homeostaza komodrkowa realizowana jej poprzez regulacje tempa ich
biogenezy i degradacji. Co wazne, procesom peroksysomalnej B-oksydacji (indukowanej przy
zwiekszonej liczbie peroksysomdéw oraz utatwionej dostepnosci kwasow ttuszczowych w sttuszczonej
watrobie) towarzyszy wytwarzanie znacznych ilosci reaktywnych form tlenu (ROS). Nasze wyniki
potwierdzajg obserwowana w literaturze role AMPK w regulacji proceséw kontrolowanego usuwania
peroksysomow na drodze celowanej autofagii (tzw. peksofagii), majacej na celu ograniczenie
oksydatywnego uszkodzenia watroby.

Nasze wyniki uzyskane w eksperymentach prowadzonych w wykorzystaniem modelu apoE'/',
jak réwniez analiza bogatej literatury dotyczacej aktywnosci kinazy aktywowanej AMP w réznych
komérkach i narzgdach dowodzg jej wyjatkowej roli regulujgcej metabolizm komadrkowy. Jednoczes$nie
coraz wiecej danych literaturowych wskazuje, ze metabolizm komoérek ukfadu immunologicznego, a w
szczegolnosci makrofagébw zmienia sie znaczenie w zaleznosci od stanu ich aktywacji, zaleznego od
otaczajgcego mikrosrodowiska. Do weryfikacji potencjatu przeciwmiazdzycowego w regulaciji
metabolicznej makrofagéw wykorzystaliSmy syntetyczny zwigzek GW9508, bedacy aktywatorem
receptorow dla nienasyconych kwaséw ttuszczowych FFAR1/FFAR4, ktérego jednym z kluczowych



efektorow komodrkowych jest kinaza aktywowana AMP (Suski et al. 2019). Publikowane aktualnie
doniesienia wskazujg, ze aktywacja pro-zapalna makrofagéw kieruje ich metabolizm na szlak tlenowej
glikolizy (tzw. efekt Warburga), podczas gdy sygnaly pro-rezolucyjne wzmacniajg fosforylacje
oksydatywng jako gtoéwne zrédio energii. Co wiecej, zaleznosci te majg charakter dwukierunkowy:
indukcja okreslonych zmian metabolicznych moduluje fenotyp i aktywno$é makrofagéw. Biorgc pod
uwage kluczows role tych komérek zarbwno w czasie inicjacji jak i propagacji aterogenezy, atrakcyjna
wydaje sie hipoteza badawcza, wedtug ktérej farmakologiczna interwencja w aktywnos¢ makrofagéw
(w tym metaboliczng) moze skutkowaC pozgadanymi zmianami ich fenotypu i profilu aktywacji,
stanowigc potencjalny nowy mechanizm przeciwmiazdzycowy. Zgodnie z przewidywaniami, podaz
aktywatora GW9508 wykazata dziatanie ateroprotekcyjne w modelu apoE"‘, zmieniajgc jednoczesnie
strukture morfologiczng blaszek miazdzycowych: depozyt makrofagéw znaczgco zmalat (ok. 20%),
zas$ udziat komdrek miesni gtadkich wykazat tendencje wzrostowg (ok. 30%), co tacznie mozna
zinterpretowac¢ jako stabilizacja blaszki miazdzycowej. Nastepnie, aby oszacowaé udziat fenotypow
pro- i przeciw-zapalnego w redukcji catkowitej ilosci makrofagéw opracowaliSmy metode
morfometrycznego fenotypowania tych komoérek w blaszkach. Wyniki wskazaty na spadek ilosci
makrofagéw aktywowanych pro-zapalnie (F4/80-iINOS - pozytywne) w blaszkach, przy zachowaniu
udziatu populacji sprzyjajgcej gojeniu (F4/80-arginaza 1 - pozytywne).

Podsumowujac, do najwazniejszych osiggnie¢ poznawczych cyklu prac naleza:

1. Aktywacja AMPK wywotuje gtebokie zmiany jakosciowe i iloSciowe w biatkach
zaangazowanych w rdéznorakie procesy komérkowe, ktére mogg by¢ kompleksowo $Sledzone
za pomocg howoczesnych metod proteomiki roznicowej. Analiza ilosciowa biatek w zakresie
wyodrebnionych sub-struktur komérkowych oferuje unikatowg mozliwosé wgladu w procesy
komédrkowe inicjowane w roznych obszarach komorki oraz w sposoby ich wzajemnej
integraciji.

2. Analiza sktadu biatkowego wskazuje, ze zmianie fenotypu czy stanu aktywacji komoérek
towarzyszg modyfikacje ich funkcji metabolicznych, jak réwniez, zwrotnie, ,metaboliczne re-
programowanie” komorek wywotuje réznicowanie ich funkcji. Kinaza aktywowana AMP lezy na
skrzyzowaniu takich szlakéw regulacyjnych komorki.

3. Kinaza aktywowana AMP jest kluczowym regulatorem metabolizmu komodrkowego,
a plejotropowe efekty jej pobudzenia mogg zosta¢ wykorzystane jako skuteczna strategia
przeciwmiazdzycowa, zaréwno w obszarze ukfadu sercowo — naczyniowego, jak réwniez w
przeciwdziataniu uszkodzeniu innych narzadéw (w tym watroby i moézgu), ktére towarzyszy

aterogenezie.



5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Moje zainteresowania naukowe skupiajg sie wokét trzech gtéwnych, réwnolegle rozwijanych
obszaréw tematycznych: proteomika w schorzeniach cywilizacyjnych o podiozu zapalnym (w
szczegolnosci miazdzyca i depresja), angiotensyny i inne biologicznie aktywne peptydy w ich
aktywnosci krgzeniowej i tkankowej, wreszcie aplikacja nowoczesnych metod proteomiki réznicowej w
badaniach klinicznych. Wspdlng osig wymienionych obszaréw jest metodologia prowadzonych badan
oparta o oznaczenia wykorzystujgce uktad wysokosprawnej chromatografii cieczowej potgczonej
spektrometrig mas (LC-MS). Moje doswiadczenie z wykorzystaniem tej metody rozpoczety badania w
ramach magisterium, dotyczacych iloSciowych pomiaréw metabolizmu morfiny w obecnosci

wspotanalgetykow, ktére zaowocowaty pierwszymi publikacjami:

Suski M, Bujak-Gizycka B, Madej J, Olszanecki R, Korbut R. Evaluation of morphine metabolism in
presence of amantadine and dextromethorphan in human serum by high performance liquid
chromatography coupled with mass spectrometry (LC/MS) method. Folia Med Cracov. 2008;49(3-
4):111-21.

Suski M, Bujak-Gizycka B, Madej J, Kacka K, Dobrogowski J, Woron J, Olszanecki R, Korbut R. Co-
administration of dextromethorphan and morphine: reduction of post-operative pain and lack of
influence on morphine metabolism. Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2010 Aug;107(2):680-4.

Bujak-Gizycka B, Kgcka K, Suski M, Olszanecki R, Madej J, Dobrogowski J, Korbut R. Beneficial
effect of amantadine on postoperative pain reduction and consumption of morphine in patients
subjected to elective spine surgery. Pain Med. 2012 Mar;13(3):459-65.

Zespot Katedry Farmakologii UJCM posiada wieloletnie, bogato udokumentowane
doswiadczenie w badaniach nad miazdzyca, bazujgce na opisie zmian miazdzycowych i ich
farmakologicznej korekty w eksperymentalnym modelu aterogenezy (myszy apoE-knockout, apoE"‘).
Méj udziat w tych badaniach, polegajgcy na wykonywaniu oznaczen biochemicznych, zaowocowat
wspofautorstwem kilku prac badawczych, opisujgcych przeciwmiazdzycowe dziatanie wybranych

lekéw z grup: beta-blokerdéw, sktadowych uktadu renina-angiotensyna czy antybiotykow:

Kus K, Gajda M, Pyka-Fosciak G, Toton-Zuranska J, Pawlowska M, Suski M, Niepsuj A, Nowak B,
Wolkow P, Olszanecki R, Jawien J, Korbut R. The effect of nebivolol on atherogenesis in apoE-
knockout mice. J Physiol Pharmacol. 2009 Dec;60(4):163-5.

Pawlowska M, Gajda M, Pyka-Fosciak G, Toton-Zuranska J, Niepsuj A, Kus K, Bujak-Gizycka B,
Suski M, Olszanecki R, Jawien J, Korbut R. The effect of doxycycline on atherogenesis in apoE-
knockout mice. J Physiol Pharmacol. 2011 Apr;62(2):247-50.

Jawien J, Toton-Zuranska J, Gajda M, Niepsuj A, Gebska A, Kus K, Suski M, Pyka-Fosciak G, Nowak
B, Guzik TJ, Marcinkiewicz J, Olszanecki R, Korbut R. Angiotensin-(1-7) receptor Mas agonist
ameliorates progress of atherosclerosis in apoE-knockout mice. J Physiol Pharmacol. 2012
Feb;63(1):77-85.

Wprowadzenie w eksperymentach ma modelu apoE"' metod proteomiki, dzieki jej unikalnej
wiasciwosci wysoko-przepustowosci pomiaréw (analiza ekspresji tysiecy biatek jednoczesnie),
pozwolity na poszerzenie horyzontu badah w modelu apoE"' poza obszar naczyn, do narzadow i ich

sub-struktur komérkowych (mitochondria). Osia metodyczng byta tutaj pierwsza z wdrozonych przeze



mnie metod analizy ilosciowej bialek — elektroforeza dwuwymiarowa sprzezona z tandemowg
spektrometrig mas (2DE-LC-MS/MS).

Serie publikacji w oparciu o nowg metodologie rozpoczety badania wykonywane w ramach
pracy doktorskiej, ktére skupity sie na analizie roli mitochondriow w uszkodzeniu watroby i nerek

towarzyszacych rozwojowi miazdzycy, opisane w pracach:

Suski M, Olszanecki R, Madej J, Toton-Zuranska J, Niepsuj A, Jawien J, Bujak-Gizycka B, Okon K,
Korbut R. Proteomic analysis of changes in protein expression in liver mitochondria in apoE knockout
mice. J Proteomics. 2011 May 16,;74(6):887-93.

Suski M, Olszanecki R, Stachowicz A, Madej J, Bujak-Gizycka B, Okon K, Korbut R. The influence of
angiotensin-(1-7) Mas receptor agonist (AVE 0991) on mitochondrial proteome in kidneys of apoE
knockout mice. Biochim Biophys Acta. 2013 Dec;1834(12):2463-9.

W niniejszych pracach, po raz pierwszy zastosowano metody proteomiki do zbadania zmian w
ekspresji biatek mitochondriow nerek i watroby towarzyszgcych rozwojowi uszkodzeh narzgdowych w
miazdzycy oraz do oceny wptywu agonisty receptora Mas — peptydomimetyku Ang 1-7 (zwigzku
AVE0991) na mitochondria. Uzyskano interesujacy, ztozony opis zmian w ekspresji biatek
mitochondrialnych, zaangazowanych w regulacje wzajemnie przeplatajgcych sie procesow pro- i anty-
oksydacyjnych, szlakéw apoptotycznych i metabolicznych towarzyszgcych rozwojowi miazdzycy.
Peptydomimetyk angiotensyny-(1-7) wptynat na zmiany ekspresji biatek w mitochondriach o

charakterze kompensacyjnym, ukierunkowanym na poprawe funkcji organelli.

Opracowana metodologia dowiodta swojej uzytecznos$ci i stata sie osig nowych projektéw
badawczych Zespotu Katedry Farmakologii UJ CM, ktérych tematykg objeto badania z
wykorzystaniem eksperymentalnych modeli miazdzycy i depresji — choréb uwazanych za schorzenia
cywilizacyjne o postulowanej wspdlnej etiologii zapalnej. W projektach zaproponowano zbadanie
wptywu substancji charakteryzujgcych sie dziataniem mitochondrialnym, nakierowanym na poprawe
funkcji tych organelli m.in. na drodze usuwania toksycznych mediatoréw stresu oksydacyjnego

powstajgcych w mitochondriach. Badania te zaowocowaty publikacjami prac:

Glombik K, Stachowicz A, Slusarczyk J, Trojan E, Budziszewska B, Suski M, Kubera M, Lason W,
Wedzony K, Olszanecki R, Basta-Kaim A. Maternal stress predicts altered biogenesis and the profile
of mitochondrial proteins in the frontal cortex and hippocampus of adult offspring rats.
Psychoneuroendocrinology. 2015 Oct;60:151-62.

Stachowicz A, Glombik K, Olszanecki R, Basta-Kaim A, Suski M, Lasori W, Korbut R. The impact of
mitochondrial aldehyde dehydrogenase (ALDH2) activation by Alda-1 on the behavioral and
biochemical disturbances in animal model of depression. Brain Behav Immun. 2016 Jan;51:144-53.

Stachowicz A, Olszanecki R, Suski M, Gtombik K, Basta-Kaim A, Adamek D, Korbut R. Proteomic
Analysis of Mitochondria-Enriched Fraction Isolated from the Frontal Cortex and Hippocampus of
Apolipoprotein E Knockout Mice Treated with Alda-1, an Activator of Mitochondrial Aldehyde
Dehydrogenase (ALDH?2). Int J Mol Sci. 2017 Feb 17;18(2).

Gtombik K, Stachowicz A, Trojan E, Olszanecki R, Slusarczyk J, Suski M, Chamera K, Budziszewska
B, Lason W, Basta-Kaim A. Evaluation of the effectiveness of chronic antidepressant drug treatments
in the hippocampal mitochondria — A proteomic study in an animal model of depression. Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2017 Aug 1,78:51-60.



Gtombik K, Stachowicz A, Trojan E, Slusarczyk J, Suski M, Chamera K, Kotarska K, Olszanecki R,
Basta-Kaim A. Mitochondrial proteomics investigation of frontal cortex in an animal model of
depression: Focus on chronic antidepressant drugs treatment. Pharmacol Rep. 2018 Apr;70(2):322-
330.

Zastosowanie metod proteomiki do iloSciowego zbadania biatek mitochondrialnych w mézgu w
modelach miazdzycy (apoE-knockout) i depresji (szczury stresowane prenatalnie) ujawnito wiele
réznic w skiadzie biatkowym tych organelli, wskazujagc na uposledzenie metabolizmu,
neuroplastycznosci, neurogenezy oraz biogenezy mitochondridw jako wspdlny mitochondrialny profil
dysfunkcji sub-struktur mézgowych. Co wazne, zastosowane interwencje farmakologiczne wywotaty
korzystne zmiany w stezeniach wielu biatek mitochondrialnych zwigzanych funkcjonowaniem organelli,
dowodzac ich roli w etiologii zapalnej miazdzycy i depresiji, jako swoistego skrzyzowania zarowno dla

drég uszkodzenia jak i naprawy.

Kontynuacja badan proteomicznych w modelu apoE-knockout objeta rowniez swojg tematyka
jeden z niezaleznych czynnikdw ryzyka miazdzycy - sttuszczenie watroby, w rozwoju ktérego,
podobnie do aterogenezy, od lat postuluje sie kluczowa rolg dysfunkciji mitochondriéw. Model apoE"'
oferuje mozliwos¢é badania sttuszczenia watroby w swojej ograniczonej, sub-klinicznej formie,
jednoczesnie pozwalajgc na $ledzenie odlegtych konsekwencji zmian funkcji watroby na rozwdj
miazdzycy. Wyniki tych badan opisujg prace:

Stachowicz A, Olszanecki R, Suski M, Wisniewska A, Toton-Zurariska J, Madej J, Jawier J, Biatas M,
Okorn K, Gajda M, Glombik K, Basta-Kaim A, Korbut R. Mitochondrial aldehyde dehydrogenase
activation by Alda-1 inhibits atherosclerosis and attenuates hepatic steatosis in apolipoprotein E-
knockout mice. J Am Heart Assoc. 2014 Nov 12;3(6):e001329

Wisniewska A, Olszanecki R, Totori-Zuranska J, Ku$ K, Stachowicz A, Suski M, Gebska A, Gajda M,
Jawien J, Korbut R. Anti-Atherosclerotic Action of Agmatine in ApoE-Knockout Mice. Int J Mol Sci.
2017 Aug 4,18(8).

Wskazujg one na skutecznos¢ strategii farmakologicznej korekty funkcji mitochondriéw (jak aktywacja
antyoksydacyjnych enzyméw w mitochondriach lub receptoréw imidazolinowych zlokalizowanych w
btonach mitochondrialnych) w przeciwdziataniu rozwoju sttuszczenia watroby towarzyszgcemu
aterogenezie w modelu apoE-knockout. Zmiany w mitochondriach obejmujg czynniki zwigzane z
watrobowym metabolizmem kwaséw tluszczowych, cholesterolu i lipoprotein, a takze zmiany w
ekspresji biatek mitoproteomu zwigzanych z utlenianiem kwasow ttuszczowych, biatek regulujgcych

stres oksydacyjny, apoptoze i reakcje zapalne.

Drugim obszernym polem mojej dziatalnosci naukowej w Katedrze sg zagadnienia zwigzane z
patofizjologig ukfadu renina — angiotensyna w chorobach ukfadu krgzenia i jego farmakologiczng
korektg. Wykonywane w Zespole Katedry Farmakologii UJCM prace w tym zakresie bazowaty na
opracowanej przez Zespét metodyce pomiaru tempa i kierunkéw drég metabolicznych przemian
peptyddéw agniotensynowych z wykorzystaniem spektometrii mas. Kompleksowy, jednoczesny pomiar
ex vivo kilkunastu peptydéw — metabolitéw angiotensyny | — pozwala na zbadanie farmakologicznej

aktywnosci wybranych substancji dziatajgcych na tkankowe sktadowe uktadu renina — angiotensyna w



aorcie (m.in. poprzez ocene stosunku peptydéow angiotensynowych o postulowanym przeciwstawnym

dziataniu biologicznym: angiotensyna Il versus angiotensyna 1-7). Owocem badan byty publikacje:

Olszanecki R, Bujak-Gizycka B, Madej J, Suski M, Wotkow PP, Jawien J, Korbut R. Kaempferol, but
not resveratrol inhibits angiotensin converting enzyme. J Physiol Pharmacol. 2008 Jun;59(2):387-92.

Bujak-Gizycka B, Olszanecki R, Suski M, Madek J, Stachowicz A, Korbut R. Angiotensinogen
metabolism in rat aorta: robust formation of proangiotensin-12. J Physiol Pharmacol. 2010
Dec;61(6):679-82.

Olszanecki R, Suski M, Gebska A, Toton-Zuranska J, Kus K, Madej J, Bujak-Gizycka B, Jawien J,
Korbut R. The influence of angiotensin-(1-7) peptidomimetic (AVE 0991) and nebivolol on angiotensin
| metabolism in aorta of apoE-knockout mice. J Physiol Pharmacol. 2013 Jun;64(3):317-20.

Jednoczesnie prowadzone byly prace majgce na celu adaptacje metody spektrometrycznego pomiaru
stezen angiotensyn do nowych uktadéw komérkowych (m.in. izolowane monocyty, hodowle pierwotne
miesni gtadkich) i tkankowych (m.in. nerka i zotgdek), oraz rozszerzenie spektrum oznaczeh o inne

biologicznie aktywne peptydy (m.in. bradykinina). Opublikowane prace:

Olszanecki R, Madej J, Suski M, Gebska A, Bujak-Gizycka B, Korbut R. Angiotensin metabolism in rat
stomach wall: prevalence of angiotensin-(1-7) formation. J Physiol Pharmacol. 2009 Mar;60(1):191-6.

Bujak-Gizycka B, Olszanecki R, Madej J, Suski M, Gebska A, Korbut R. Metabolism of bradykinin in
aorta of hypertensive rats. Acta Biochim Pol. 2011;58(2):199-202.

Suski M, Gebska A, Olszanecki R, Stachowicz A, Uracz D, Madej J, Korbut R. Influence of
atorvastatin on angiotensin | metabolism in resting and TNF-a -activated rat vascular smooth muscle
cells. J Renin Angiotensin Aldosterone Syst. 2014 Dec;15(4):378-83.

Rutkowska-Zapata M, Suski M, Szatanek R, Lenart M, Weglarczyk K, Olszanecki R, Grodzicki T,
Strach M, Ggsowski J, Siedlar M. Human monocyte subsets exhibit divergent angiotensin I-converting
activity. Clin Exp Immunol. 2015 Jul;181(1):126-32.

Pawlik MW, Kwiecien S, Ptak-Belowska A, Pajdo R, Olszanecki R, Suski M, Madej J, Targosz A,
Konturek SJ, Korbut R, Brzozowski T. The renin-angiotensin system and its vasoactive metabolite
angiotensin-(1-7) in the mechanism of the healing of preexisting gastric ulcers. The involvement of
Mas receptors, nitric oxide, prostaglandins and proinflammatory cytokines. J Physiol Pharmacol. 2016
Feb;67(1):75-91.

Rozwoj wiedzy i postepy badan w tematyce peptydéw aktywnych biologicznie umozliwity
zawigzanie wspotpracy Katedry Farmakologii UJ CM z grupg badawczg Prof. Stefana Zorada z
Instytutu Endokrynologii Eksperymentalnej Stowackiej Akademii Nauk oraz z zespotem Prof. Lenki
Maletinskiej z Instytutu Chemii Organicznej i Biochemii Czeskiej Akademii Nauk. Tematyka badan
objeto m.in. role oksytocyny w regulacji metabolizmu w eksperymentalnym modelu otytosci i

insulinoopornosci (szczury Zucker). Wspolne projekty badawcze zaowocowaty publikacjami:

Krskova K, Eckertova M, Kukan M, Kuba D, Kebis A, Olszanecki R, Suski M, Gajdosechova L, Zorad
S. Aerobic training lasting for 10 weeks elevates the adipose tissue FABP4, Gia, and adiponectin
expression associated by a reduced protein oxidation. Endocr Regul. 2012 Jul;46(3):137-46.

Gajdosechova L, Krskova K, Segarra AB, Spolcova A, Suski M, Olszanecki R, Zorad S.
Hypooxytocinaemia in obese Zucker rats relates to oxytocin degradation in liver and adipose tissue. J
Endocrinol. 2014 Feb 10,220(3):333-43.



Spolcové A, Mikuléskové B, Krskova K, Gajdo$echové L, Zérad S, Olszanecki R, Suski M, Bujak-
Gizycka B, Zeleznéa B, Maletinské L. Deficient hippocampal insulin signaling and augmented Tau
phosphorylation is related to obesity- and age-induced peripheral insulin resistance: a study in Zucker
rats. BMC Neurosci. 2014 Sep 25;15:111.

Balazova L, Krskova K, Suski M, Sisovsky V, Hlavacova N, Olszanecki R, Jezova D, Zorad S.
Metabolic effects of subchronic peripheral oxytocin administration in lean and obese zucker rats. J
Physiol Pharmacol. 2016 Aug;67(4):531-541.

Trzecim polem mojej naukowej aktywnosci byta adaptacja technik proteomicznych do
projektow badawczych o charakterze klinicznym (tzw. proteomika kliniczna). Zadania analityczne w
tym zakresie umozliwit rozwdj instrumentarium badawczego, pozwalajgcy na odejscie od technik
zelowych (w ktérych réznice w ekspresji bada sie na poziomie biatka — elektroforeza) na rzecz
ztozonych separacji chromatograficznych potgczonych ze spektrometria mas, gdzie oznaczenia
ilosciowe wykonuje sie na poziomie peptydéw. Opracowane dwie platformy analityczne (automatyczne
i pétautomatyczne frakcjonowanie probek), oparte na izobarycznym znakowaniu peptydéw (iTRAQ)
pozwolity na wykonywanie oznaczen stezeh setek biatek obecnych w prébce jednoczesnie.
Dodatkowo, opracowane metody analityczne musiaty zostaé poszerzone o dedykowane protokoty
przygotowania probek do analizy proteomicznej, uwzgledniajgcej specyficznos¢ materiatu klinicznego.
Wspomniane prace o charakterze wdrozeniowym i optymalizacyjnym zostaty nastepnie wykorzystane
we wspotpracy naukowej z kilkoma zespotami badawczymi Wydziatu Lekarskiego UJ CM w
realizowanych wspdélnie projektach dotyczgcych oznaczeh m.in. biatek osocza, bioptatow sub-struktur
miesnia sercowedo, bioptadw nowotworu jelita grubego czy skrzepéw fibrynowych generowanych ex-

Vivo:

Suski M, Siudut J, Zgbczyk M, Korbut R, Olszanecki R, Undas A. Shotgun analysis of plasma fibrin
clot-bound proteins in patients with acute myocardial infarction. Thromb Res. 2015 Apr;135(4):754-9.

Klimek-Piotrowska W, Krawczyk-Oz6g A, Suski M, Kapusta P, Wotkow PP, Hotda MK. Comparative
iTRAQ analysis of protein abundance in the human sinoatrial node and working cardiomyocytes. J
Anat. 2018 Jun;232(6):956-964.

Suski M, Bokiniec R, Szwarc-Duma M, Madej J, Bujak-Gizycka B, Kwinta P, Borszewska-Kornacka
MK, Revhaug C, Baumbusch LO, Saugstad OD, Pietrzyk JJ. Prospective plasma proteome changes in
preterm infants with different gestational ages. Pediatr Res. 2018 Jul;,84(1):104-111.

Suski M, Bokiniec R, Szwarc-Duma M, Madej J, Bujak-Gizycka B, Borszewska-Kornacka MK, Ksigzek
T, Grabowska A, Revhaug C, Baumbusch LO, Saugstad OD, Pietrzyk JJ, Kwinta P. Plasma proteome
changes in cord blood samples from preterm infants. J Perinatol. 2018 Sep,;38(9):1182-1189.

Zasada M, Suski M, Bokiniec R, Szwarc-Duma M, Borszewska-Kornacka MK, Madej J, Bujak-Gizycka
B, Madetko-Talowska A, Revhaug C, Baumbusch LO, Saugstad OD, Pietrzyk JJ, Kwinta P. An
iTRAQ-Based Quantitative Proteomic Analysis of Plasma Proteins in Preterm Newborns With
Retinopathy of Prematurity. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2018 Nov 1;59(13):5312-5319.

Zbadanie sktadu biatkowego skrzepéw fibrynowych uzyskanych z osocza pacjentéw cierpigcych na
réznorakie zaburzenia ze strony uktadu krzepniecia byto oryginalnym pomystem badawczym,
zaplanowanym jako nowatorski sposéb na poszukiwanie mechanizméw warunkujgcych obserwowang

klinicznie réznice w strukturze i wiasciwosciach skrzepow. Identyfikujgc jednoczesnie ograniczenia



techniczne posiadanej aparatury, rozpoczelismy prace nad dalszym rozwojem metodologii ilo$ciowych
oznaczen biatek w skrzepach fibrynowych we wspoipracy z Instytutem Biochemii Maxa Plancka w
Martinsried. Zaowocowaty one skokowym wzrostem mozliwosci analitycznych metody proteomicznej

analizy skiadu biatkowego skrzepow oraz jej skuteczna implementacjg badawczg:

Stachowicz A, Siudut J, Suski M, Olszanecki R, Korbut R, Undas A, Wisniewski JR. Optimization of
quantitative proteomic analysis of clots generated from plasma of patients with venous
thromboembolism. Clin Proteomics. 2017 Nov 28;14:38.

Stachowicz A, Zabczyk M, Natorska J, Suski M, Olszanecki R, Korbut R, Wigniewski JR, Undas A.
Differences in plasma fibrin clot composition in patients with thrombotic antiphospholipid syndrome
compared with venous thromboembolism. Sci Rep. 2018 Nov 23;8(1):17301.

Opisane badania byty pierwszymi opisujgcymi kompleksowg analize sktadnikéw skrzepu fibrynowego
W 0soczu, wskazujgcg na roznice w skiadzie biatek pomiedzy pacjentami z zakrzepowym zespotem
antyfosfolipidowym, zakrzepicg i zdrowymi ochotnikami. Nasze wyniki sugerujg mozliwg role
funkcjonalng zmian biatek w skrzepach, zwigzang ze zwiekszong iloscia skfadnikéw dopetniacza i
biatek ptytek krwi w skrzepach, jak réwniez obnizonych stezen biatek. Opisane wyniki wskazujg, iz
strategia proteomicznego opisu sktadu biatkowego skrzepu moze by¢ przydatna do identyfikacji biatek
osocza o potencjalnej przydatnosci klinicznej jako biomarkeréw w chorobach zakrzepowych.



