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Program XLIII Szkoty Zimowej IF PAN

23.02.2026 r. (poniedziatek)

Warsztaty 10:00-13:00

a) Genetyczne badania asocjacyjne w skali biobankow (dr Matgorzata Borczyk)

b) Al w projektowaniu lekéw — od sekwencji celu biologicznego do struktury
czgsteczki wiodgcej (dr hab. Sabina Podlewska)

13:00-14:00 — lunch
Wyktad plenarny i otwarcie 14:00-15:00

14:00-14:15 — Otwarcie konferenciji. Powitanie uczestnikéw przez Dyrekcje IF PAN
i kierownictwo Szkoty Zimowej, przedstawienie rysu historycznego
Szkoty przez prof. dr hab. Barbare Przewtocka

14:15-15:00 — Wyktad plenarny — prof. dr hab. Jacek Jemielity, Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego
Chemiczne modyfikacie mRNA do zastosowari terapeutycznych

Sesjal - Terapie genowe
15:00-17:00

15:00-15:30 —dr hab. Natalia Rozwadowska, prof. IGC PAN, Instytut Genetyki
Cztowieka Polskiej Akademii Nauk, Poznan
Terapia genowa ex vivo w praktyce: CAR-T jako model translacji
od laboratorium do Kliniki

15:30-16:10 — przerwa kawowa potgczona z sesjg posterowa

16:10-16:40 —prof. Darek Gorecki, University of Portsmouth
OdpowiedZ immunologiczna jako bariera w zastosowaniach terapii
genowej

16:40-17:10 — dr Aldona Chmielewska, AGO Alliance
Od mutacji do leku: terapie genowe w chorobach rzadkich
na przyktadzie syndromu AGO



Flash Talks — prezentacje wybrane spos$rod nadestanych abstraktow
17:10-18:00

17:10-17:20 Przemystaw Danek, Wptyw zwigzku CP-101,606 na ekspresje oraz
aktywnosc enzymow cytochromu P450 w hodowli 2D i 3D ludzkich
komorek watroby (P-11)

17:20-17:30 Yaroslav Lavrynchuk, Badania nad biatkami kompleksu degradosomu
RNA u Mycobacterium tuberculosis jako droga
do odkrycia nowych lekow przeciwgruZliczych (P-43)

17:30-17:40 Magdalena Maciuszek, Cyfrowy fenotyp bdlu: Zintegrowana analiza
behawioralno-metaboliczna modelu neuropatii u samcéw myszy
C57BL/6J (P-45)

17:40-17:50 Elzbieta Wator-Wilk, Molekularne wytrychy i jak je znaleZ¢ -
krystalograficzny fragment screening na przyktadzie ludzkiej syntazy
deoksyhypuzyny (P-64)

17:50-18:00 Daniel Ziental, Violaceina jako potencjalny sonouczulacz w terapii
sonodynamicznej wobec czerniaka oraz wybranych patogenow
chorobotwdrczych (P-71)

18:00-21:00 — bankiet powitalny

24.02.2026 r. (wtorek)

Sesja2 - Nowe horyzonty w odkrywaniu lekow matoczasteczkowych
9:30-11:15

9:30-10:00 — prof. dr hab. Krzysztof Kaminski, Wydziat Farmaceutyczny UJ CM
Od koncepciji do kliniki - historia (R)-AS-1, pierwszego w klasie
kandydata na lek przeciwpadaczkowy o nowym mechanizmie
dziatania

10:00-10:30 —dr hab. tukasz Skalniak, prof. UJ, Wydziat Chemii UJ
Chemia medyczna biatka PD-L1: nowe strategie i nieoczekiwane
obserwacje

10:30-11:00 —dr hab. Pawet Siedlecki, Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej
Akademii Nauk
Modele przewidywania powinowactwa biatko-ligand: od struktur
statycznych do dynamiki molekularnej



11:00-11:45 — przerwa kawowa pofgczona z sesjg posterowg

Sesja3 -

Farmakogenetyka w duzej skali
11:45-14:15

11:45-12:15 —dr Marcin Piechota, Intelliseq, Instytut Farmakologii im. J. Maja

Polskiej Akademii Nauk
Odkrycia Farmakogenetyczne w dobie wielkoskalowych baz danych
klinicznych powiazanych z bankami genoméw

12:15-13:15 —dr n. med. Marzena Wojtaszewska, Uniwersytecki Szpital Kliniczny

im. Fryderyka Chopina w Rzeszowie
Personalizacja leczenia nowotwordw kobiecych oparta
na profilowaniu genetycznym metoda NGS

13:15-13:45 —dr Jakub Jonczyk, Wydziat Farmaceutyczny UJ CM

Strukturalna farmakogenomika w projektowaniu leku:
od polimorfizmu do decyzji projektowych

13:45-14:15 —wyktad specjalny dr n. med Toni Andreu, Europejska Infrastruktura

Zaawansowanych Badan Translacyjnych w Medycynie (go$¢
zaproszony w ramach projektu PANERIS)

EATRIS, The European Infrastructure for Translational Medicine,
a leading organization for the Personalized Medicine agenda:
The rare diseases challenge

14:15-15:15 — obiad

Sesja 4

- Wyzwania w leczeniu i diagnostyce choréb ultrarzadkich
15:15-16:45

15:15-15:45 —dr hab. n. med. Monika Gos, prof. IMiD, Zaktad Genetyki Medycznej

Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie
Rdzeniowy zanik miesni — od badari podstawowych do terapii
celowanej i diagnostyki populacyjnej

15:45-16:15 —dr Kacper Lukasiewicz, Uniwersytet VIZJA

Nietypowe rozwigzania badawcze jako odpowiedZ na wyzwania
w poszukiwaniu terapii choréb rzadkich

16:15-16:30 —mgr Justyna Walczuk, Fundacja MEK2 Research Foundation

Od n-of-1 do n-of-many: Jak MEK2 Research Foundation rozwija
leczenie na ultra rzadka chorobe genetyczna

16:30-16:45 —mgr Matgorzata Ko$la, Fundacja PACS2 Research Foundation

Dolina Smierci w badaniach translacyjnych, pacjenci budujacy mosty
i badacze stawiajacy filary

16:45-17:10 — przerwa kawowa potgczona z sesjg posterowg



Flash Talks - prezentacje wybrane spo$rod nadestanych abstraktow
17:10-18:00

17:10-17:20  Jakub Adamczyk, Fingerprinty molekularne to mocne modele
dla przewidywania wtasnosci peptyddw (P-01)
17:20-17:30  Patrycja Grabarczyk, Wptyw N-metylowanych fragmentdw insuliny

na hamowanie agregaciji rdzeni amyloidogennych beta-amyloidu (AB)

(P-20)

17:30-17:40 Radostaw Kitel, Odkrycie kowalencyjnych inhibitoréw oddziatywania
PD-L1/PD-1 (P-31)

17:40-17:50 Kacper Kossakowski, Blokowanie to przesztosc, degradacja
fo przysztosc: nowy kierunek (rlewolucji w projektowaniu lekow
celujagcych w COX-2 (P-36)

17:50-18:0  Marta Radko, Od danych do eksperymentu: studencka platforma
do przewidywania toksycznosci zwigzkéw bioaktywnych PATmed
(P-56)

18:00-18:50 — Warsztaty 5R Nowe podejscie do znieczulenia zwierzat

i nieinwazyjnych pomiardw cisnienia krwi [warsztaty praktyczne
prowadzone przez firme Animalab]

18:00-18:50 — rdwnolegle: przerwa kawowa potgczona z sesjg posterowa

19:00 - uroczysta kolacja

25.02.2026 r. (Sroda)

Sesja5 - Ku medycynie precyzyjnej w psychiatrii i neurologii
09:30-11:15

09:30-10:15 —dr Michat Slezak, Sie¢ Badawcza tukasiewicz — PORT Polski
Osrodek Rozwoju Technologii
Astrocyty jako nowa przestrzeri interwencji w personalizowanej
terapii chorob odstresowych

10:15-10:45 —dr hab. Monika Bijata, Instytut Biologii Do$wiadczalnej
im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk
Biomarkery skutecznosci ketaminy jako narzedzie personalizacji
terapii depresji



10:45-11:15 —dr Magdalena Lebiedzinska-Arciszewska, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk
Profilowanie metaboliczne jako wsparcie w poszukiwaniu
ukierunkowanych terapii zaburzen ukfadu nerwowego

11:15-11:35 —dr inz. Katarzyna Widerak, Analityk Genetyka / 10xGENOMICS
Authorised Distributor
Transkryptomika przestrzenna jako narzedzie medycyny
translacyjnej

11:35-12:15 — przerwa kawowa + przekaski (mini-lunch)

Sesja6 - Big data w medycynie
12:15-13:45

12:15-12:45 —dr Jakub Wojciechowski, Sano — Centrum Zindywidualizowanej
Medycyny Obliczeniowej
Metody bioinformatyczne w funkcjonalnej interpretacji ludzkiego
mikrobiomu jelitowego

12:45-13:15 —dr Krzysztof Rataj, Ardigen S.A
Wykorzystanie sztucznej inteligencji w projektowaniu lekow
biologicznych: mozliwosci i trudnosci

13:15-13:45 —mgr inz. Dawid Ostrowski, Google
Otwarte modele sztucznej inteligencji w obszarze zdrowia,
na przyktadzie produktow Google oraz Google DeepMind

13:45-14:30 —wyktad zamknigcia — prof. dr hab. Andrzej Dziembowski,
Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej
Komdrkowe i terapeutyczne mRNA — dlaczego ogony poli(A) sa takie
wazne

14:30-14:45 —wreczenie nagrod, podsumowanie i zamkniecie Szkoty
(Dyrekcja IF PAN, kierownictwo Szkoty Zimowej)
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Chemiczne modyfikacje mRNA
do zastosowan terapeutycznych

Jacek Jemielity'?

 Centrum Nowych Technologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa, Polska
2 ExploRNA Therapeutics Sp. z 0. 0., Warszawa, Polska
adres e-mail osoby prezentujgcej: j.jemielity @ cent.uw.edu.pl

Technologia informacyjnego RNA (mRNA) zrewolucjonizowata wspot-
czesng medycyng, znajdujac zastosowanie w wielu dziedzinach, od szcze-
pionek po spersonalizowane terapie. Jednak jej szersze wykorzystanie na-
dal napotyka na przeszkody, takie jak ograniczona stabilnos¢, nicoptymal-
na wydajno$¢ translacji 1 aktywacja uktadu odpornosciowego. W ostatnich
pracach naszej grupy zajeliSmy si¢ tymi kwestiami, stosujagc dwa uzupet-
niajace si¢ podejscia. Po pierwsze, opracowalismy AvantCap, nowa kla-
s¢ syntetycznych analogow kapu, umozliwiajacych istotnie zwigkszong
aktywnos$¢ translacyjng mRNA (J. Am. Chem. Soc., 2024). Po drugie,
poczynilismy postepy w dziedzinie cyrkularnych RNA (circRNA), ktore
wykazuja wyjatkowa stabilno$¢ i wydluzona w czasie translacj¢. Nasze
najnowsze badania (Nat. Commun., 2025) opisuja nowa strategi¢ wytwa-
rzania cyrkularnego mRNA metodami chemicznymi o istotnych zaletach
w stosunku do istniejacych rozwigzan na tym polu. Innowacje te posze-
rzajg zestaw narzedzi molekularnych dla terapii opartych na RNA, otwie-
rajac nowe mozliwosci dla szczepionek nowej generacji, terapii chorob
rzadkich, edycji genomow i terapii komorkowych.

Referencje

1. Warminski M., et al. Trinucleotide mRNA Cap Analogue N6-Benzylated at the Site of
Posttranscriptional m6Am Mark Facilitates mRNA Purification and Confers Superior
Translational Properties In Vitro and In Vivo. J. Am. Chem. Soc. 146, 8149-8163
(2024).

2. Wasinska-Kalwa M. et al. Chemical circularization of in vitro transcribed RNA for
exploring circular mRNA design. Nature Comm 16, Art. No. 6455 (2025).
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Terapia genowa ex vivo w praktyce: CAR-T
jako model translacji od laboratorium do kliniki

Natalia Rozwadowska'

1 Zaktad Patologii Molekularnej, Instytut Genetyki Cztowieka PAN ul. Strzeszynska 32 60-479
Poznan

adres e-mail osoby prezentujgcej: nrozwad @ man.poznan.pl

Terapie genowe ex vivo stanowia jeden z przyktadéw produktow leczni-
czych terapii zaawansowanej (ATMP), w ktorych modyfikacja genetycz-
na komorek prowadzona jest poza organizmem pacjenta. W kolejnych
krokach zmodyfikowane komorki podawane sa w celu uzyskania efektu
terapeutycznego. Na przyktadzie produktu CAR-T zaprezentowane zo-
stang etapy rozwoju terapii od projektowanie konstruktu i jego funkcjo-
nalnosci, poprzez badania przedkliniczne i proces wytwarzania, po oce-
ne kliniczng. Przedstawione zostana takze kluczowe ograniczenia, w tym
ocena bezpieczenstwa modyfikacji genetycznej oraz wyzwania zwigzane
ze skuteczno$cig kliniczng. Terapia CAR-T postuzy jako model terapii
genowej ex vivo, ilustrujac kluczowe wymagania i wyzwania procesu
from bench to bedside w konteks$cie medycyny translacyjne;.
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Odpowiedz immunologiczna jako bariera
w zastosowaniach terapii genowej

Dariusz C. Gorecki'

' School of Medicine, Pharmacy and Biomedical Sciences, University of Portsmouth, Portsmouth,
United Kingdom

adres e-mail osoby prezentujgcej: darek.gorecki@port.ac.uk

Terapia genowa polega na leczeniu chordb poprzez dostarczanie egzo-
gennych kwasow nukleinowych lub ukierunkowang modyfikacj¢ genomu
pacjenta. Charakteryzuje si¢ ona ogromnym potencjalem terapeutycznym
i jej zakres zastosowan szybko si¢ poszerza. W przypadku niektorych
schorzen zarowno skuteczno$¢, jak i profil bezpieczenstwa okazaty si¢
niezwykle obiecujace.

Jednak w innych badaniach klinicznych odnotowano ograniczone korzy-
$ci terapeutyczne, a w niektorych przypadkach rowniez powazne dzia-
lania niepozadane. Istotnym czynnikiem wptywajacym na te wyniki jest
odpowiedz immunologiczna, w ktoérej zarowno wektory dostarczajace
materiat genetyczny, jak i ekspresjonowane biatka terapeutyczne dziatajg
jak antygeny.

Odpowiedz immunologiczna skierowana przeciwko wektorom stanowi
uniwersalne wyzwanie we wszystkich platformach terapii genowej i jest
intensywnie badana, co doprowadzito do opracowania licznych strate-
gii jej ograniczania [1,2]. Natomiast odpowiedZz immunologiczna wy-
mierzona w biatko terapeutyczne, zwlaszcza gdy jest ono rozpoznawane
jako neo-antygen u os6b z mutacjami typu null, stanowi bardziej ztozona
i znacznie stabiej zbadang przeszkodg [3].

Taka odpowiedz moze wystapi¢ nawet przy zastosowaniu wektoréw o ni-
skiej immunogennosci, i prowadzi¢ do ostrych i potencjalnie ciezkich
uszkodzen oraz istotnie ogranicza¢ mozliwos¢ diugotrwatej ekspresji
transgenu, niezb¢dnej dla skuteczno$ci terapeutyczne;.

W prezentacji omowione zostang mechanizmy i konsekwencje odpowie-
dzi immunologicznych po terapii genowej. Co istotne, uwzglednienie
i rozwigzanie tego problemu jest mozliwe [2,4], 1 kluczowe dla poprawy
dtugoterminowego powodzenia terapii genowych.

13




Streszczenia wykfadow

Referencije
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Od mutacji do leku: terapie genowe w chorobach rzadkich
na przykladzie syndromu AGO

Aldona Chmielewska!

1 AGO Alliance Poland, Swieradowska 51B, 02-662, Warszawa, Polska
adres e-mail osoby prezentujgcej: contact@agoresearch.org

Choroby rzadkie dotycza tacznie ok. 3 milionéw oséb w Polsce i mimo
swojej nazwy stanowig istotne wyzwanie zdrowotne, spoteczne i systemo-
we. Dla wigkszosci z nich wciaz nie istnieja terapie przyczynowe, a lecze-
nie ogranicza si¢ do opieki objawowe;j. Terapie genowe i oparte na kwasach
nukleinowych oferujg przetomowa zmiang tego paradygmatu, umozliwia-
jac bezposrednig ingerencje w molekularne mechanizmy choroby.
Wystapienie koncentruje si¢ na roli terapii genowych w leczeniu chordb
rzadkich, omawiajgc ich podstawowe strategie, potencjat kliniczny oraz
ograniczenia. Szczegolna uwaga zostanie poswiccona terapiom modulu-
jacym ekspresje genéw na poziomie RNA oraz podejsciom edycji genow,
ktore coraz czgsciej przechodzg z fazy badan przedklinicznych do badan
klinicznych.

Punktem odniesienia be¢dzie syndrom AGO — ultra-rzadka choroba neu-
rogenetyczna spowodowana mutacjami w genach AGO1 i AGO2, ko-
dujacych biatka Argonaute, kluczowe regulatory szlakow RNA. Na tym
przyktadzie pokazane zostanie, w jaki sposob zrozumienie mechanizmow
molekularnych choroby umozliwia projektowanie terapii ukierunkowa-
nych na jej pierwotng przyczyne.

Celem wystapienia jest ukazanie, ze terapie genowe moga realnie zmie-
nia¢ rokowanie pacjentow z chorobami rzadkimi oraz stanowia jeden z fi-
larow przysztej medycyny precyzyjne;.

Referencje

1. Devinsky, Orrin et a., Gene therapies for neurogenetic disorders, Trends in Molecular
Medicine, 2025, Volume 31, Issue 9 p814-826.
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Od koncepcji do kliniki — historia (R)-AS-1, pierwszego
w klasie kandydata na lek przeciwpadaczkowy o nowym
mechanizmie dzialania

Krzysztof Kaminski'

" Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra Chemii
Farmaceutycznej, ul. Medyczna 9, 30-688 Krakdw, Polska

adres e-mail osoby prezentujgcej: k.kaminski@uj.edu.pl

Kwas glutaminowy (glutaminian), jest najwazniejszym neuroprzekazni-
kiem pobudzajacym w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN) ssakow
i odgrywa kluczowa role m.in. w procesach uczenia si¢, pamiegci i kon-
centracji. W fizjologicznych warunkach zewngtrzkomorkowe stezenie
glutaminianu w OUN jest niskie, a jego poziom pozostaje pod kontrolg
transporteréw aminokwasow pobudzajacych EAATs (Excitatory Amino
Acid Transporters), wérod ktorych zasadnicza funkcje regulacyjng petni
EAAT?2, okreslany terminem GLT-1 u gryzoni. EAAT2/GLT-1 ulega eks-
presji glownie na astrocytach i odpowiada za blisko 90% wychwytu tego
neuroprzekaznika z przestrzeni synaptycznej w OUN. Jego dysfunkcja,
prowadzi zatem do patologicznego podwyzszenia st¢zenia glutaminianu
w OUN, co indukuje szereg efektow ekscytotoksycznych odgrywajacych
kluczowa role w przebiegu wielu chordb neuropsychiatrycznych, w tym
przede wszystkim padaczki, choroby Alzheimer’a, choroby Parkinson’a,
choroby Huntington’a, stwardnienia rozsianego, stwardnienia bocznego
zanikowego, bolu neuropatycznego, depresji, schizofrenii, autyzmu, mi-
greny 1 uzaleznien. Warto rowniez podkresli¢, iz gwattowny wzrost ste-
zenia glutaminianu w OUN obserwowany jest w udarze niedokrwiennym,
a takze na skutek urazowego uszkodzenia mozgu. Z tego wzgledu w ostat-
nich latach transporter EAAT2/GLT-1 stat si¢ jednym z najbardziej obie-
cujacych celéow biologicznych w rozwoju lekow dziatajacych w obrebie
OUN. Zwigkszenie jego efektywnosci, prowadzace do ograniczenia szkod-
liwego dziatania ekscytotoksycznego glutaminianu, moze stanowi¢ nowa-
torska i potencjalnie uniwersalng strategie terapeutyczng w leczeniu wielu
choréb, w szczegolnosci padaczki oraz schorzen neurodegeneracyjnych.

Majac na uwadze powyzsze przestanki, w prowadzonych przez nas ba-
daniach otrzymano matoczasteczkowy zwiazek wiodacy o symbolu
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(R)-AS-1. Zwiazek ten, bedacy pod wzgledem mechanistycznym selek-
tywnym pozytywnym allosterycznym modulatorem (PAM) transportera
EAAT2/GLT-1, wykazuje silng i szeroka aktywnos¢ ochronng w kluczo-
wych mysich i szczurzych modelach drgawek padaczkowych, w tym takze
lekoopornych. Warto podkresli¢, iz pod wzgledem mechanizmu dziatania,
a przede wszystkim efektywnosci oraz profilu bezpieczenstwa, (R)-AS-1
posiada istotng przewage nad lekami przeciwpadaczkowymi stosowanymi
obecnie w terapii. O atrakcyjnosci, przydatnosci klinicznej oraz dobrej to-
lerancji zwigzku $wiadczy fakt, ze jako pierwszy w swojej klasie (first-in-
-class) PAM transportera EAAT2/GLT-1 uzyskat on w styczniu 2025 roku
status leku sierocego (orphan drug designation, ODD), przyznany przez
U.S. FDA, do terapii zespotu Dravet. W kwietniu tego samego roku roz-
poczeto pierwszg faze badan klinicznych z udzialem zdrowych ochotni-
kow, ktora obecnie dobiega konca. Osiggnigcie to stanowi istotny kamien
milowy w rozwoju polskiej nauki w obszarze life science oraz przyktad
udanego transferu innowacyjnych technologii do praktyki kliniczne;.

Badania zostaty sfinansowane w czesci ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki — grant
nr UMO-2022/45/B/NZ7/00598.
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Chemia medyczna biatka PD-L1:
nowe strategie i nieoczekiwane obserwacje
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Jak przebiega proces optymalizacji struktury chemicznej potencjalnych le-
kéw? Dlaczego nalezy zachowac pokore we wiasnych osadach? Dlaczego
warto zna¢ podstawy badanych procesow i dlaczego warto otwiera¢ si¢ na
akceptowanie nieprzewidzianych rezultatow? Wszystkiego tego dowiesz
si¢ na przyktadzie naszej 10-letniej przygody z blokowaniem interakcji
pomigdzy blonowymi biatkami PD-1 i PD-L1.

Terapie oparte o blokowanie oddziatywania PD-1/PD-L1 z zastosowa-
niem przeciwciat terapeutycznych staly si¢ w ostatnim dziesigcioleciu

fundamentem wspdlczesnej immunoterapii. Cho¢ stworzenie matych,
prawdopodobnie korzystniejszych w uzyciu czasteczek zdolnych zastgpic
przeciwciata pozostaje ambitnym, nadal nieosiggnigtym celem, droga do
niego okazala si¢ petna warto$ciowych spostrzezen. Prace prowadzone
przez grupy naukowe na catym $wiecie ujawnity szereg nieoczekiwanych
mechanizmoéw oraz zjawisk, ktore poszerzyly nasze rozumienie interak-
cji PD-1/PD-L1 i inspirowaly kolejne etapy badan. Nasze doswiadczenia
pokazuja, ze nawet jesli ostateczny cel pozostaje odlegly, to sam proces
odkrywania moze przynies¢ satysfakcje, jak rowniez rezultaty o znacznej
warto$ci poznawczej i praktycznej.

Praca wspoffinansowana ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki, przyznanych w ramach
projektu Sonata Bis 11 nr 2021/42/E/NZ7/00422.
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Modele przewidywania powinowactwa bialko-ligand:
od struktur statycznych do dynamiki molekularnej

Pawet Siedlecki!
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Przewidywanie powinowactwa biatko—ligand stanowi jedno z kluczo-
wych wyzwan wspoélczesnej chemii obliczeniowej, bioinformatyki oraz
projektowania lekow. Modele oparte na statycznych strukturach komplek-
sow, pochodzacych z krystalografii rentgenowskiej lub modelowania mo-
lekularnego, stanowig fundament wielu metod stosowanych na r6znych
etapach procesu odkrywania zwigzkow biologicznie aktywnych. Podej-
$cie to umozliwito rozwoj klasycznych funkcji oceny oraz algorytméow
uczenia maszynowego, skutecznie wykorzystywanych m.in. do wyso-
koprzepustowego przeszukiwania duzych bibliotek chemicznych. Coraz
wyrazniej widoczne staja si¢ jednak ograniczenia wynikajace z pomijania
dynamiki oraz czasowej zmiennosci oddziatywan biatko—ligand, w tym
plastyczno$ci kieszeni wigzacej i fluktuacji kontaktow molekularnych.
Nowe kierunki rozwoju modeli przewidywania powinowactwa integruja-
ce symulacje dynamiki molekularnej z metodami uczenia maszynowego
i glebokiego daja nadziej¢ na bardziej realistyczny opis interakcji oraz
ekstrakcje deskryptoréw uwzgledniajacych ich dynamiczny charakter.
Jednoczesnie podejscia te wigza si¢ z nowymi wyzwaniami, takimi jak
ograniczona dostgpnos¢ danych oraz koniecznos¢ znalezienia kompromi-
su pomiedzy kosztem obliczeniowym symulacji a uzyskiwanym zyskiem
informacyjnym.

Badania wspétfinansowane w ramach $rodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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Odkrycia Farmakogenetyczne w dobie wielkoskalowych baz
danych klinicznych powigzanych z bankami genomow
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Duze bazy danych klinicznych, w ktorych sekwencjonowanie caltego
eksomu lub genomu potaczone jest z wieloletnig elektroniczng doku-
mentacjg medyczng, zasadniczo zmieniajg oblicze badan farmakogeno-
micznych. Zbiory te tacza wysoka rozdzielczo$¢ danych genomowych
z dlugookresowymi informacjami o stosowanych terapiach, wynikach
badan laboratoryjnych oraz przebiegu i efektach leczenia. Aby w pelni
wykorzysta¢ ich potencjat, konieczne jest adekwatne zaprojektowanie
badania ze szczegdlnym uwzglednieniem metod statystycznych oraz stra-
tegii replikacji w procesie identyfikacji interakcji lek-genotyp. Istotnym
1 Wcigz nierozwigzanym wyzwaniem pozostaje precyzyjne definiowanie
fenotypoéw odpowiedzi na leki w oparciu o kody diagnostyczne (np. ICD)
oraz dane dotyczace wydawanych recept. Po ich okresleniu pojawiaja si¢
kolejne problemy analityczne, takie jak nielosowe przypisywanie pacjen-
tow do farmakoterapii, stratyfikacja populacyjna czy obecno$¢ czynni-
kow zaktocajaeych. Pomimo tych trudnosci, wyniki badan obejmujacych
leki stosowane w chorobach sercowo-naczyniowych, psychiatrii oraz za-
burzeniach metabolicznych pokazuja, ze dane populacyjne umozliwiajg
przesuwanie farmakogenomiki w kierunku odkry¢ obejmujacych caty
genom czlowieka.
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Personalizacja leczenia nowotworow kobiecych oparta
na profilowaniu genetycznym metodg NGS
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Na raka piersi, jajnika i trzonu macicy zapada tacznie ok. 31 tysigcy ko-
biet, co stanowi 35% wszystkich nowotworow ztosliwych u plci zenskiej
[1]. U podtoza genetycznego czgsci z tych nowotwordow leza defekty
mechanizmow naprawy DNA, ktérych identyfikacja pozwala na zasto-
sowanie nowoczesnego leczenia. Wykrycie specyficznych mutacji gene-
tycznych pozwala takze na stratyfikacje ryzyka u pacjentek i deeskalacje
intensywnosci terapii w niektorych przypadkach [2,3]. Dzigki zastoso-
waniu metody sekwencjonowania nastgpnej generacji diagnostyka wy-
mienionych nowotwordw jest mozliwa do przeprowadzenia za pomoca
pojedynczego, niewielkiego panelu NGS z wykorzystaniem technologii
krotkich odczytow.

Panel typu hybrid-capture NGS dla 10 genéw zwigzanych z patogene-
z3 nowotworoéw kobiecych (BRCAI, BRCA2, POLE, POLDI, CTNNBI,
TP53, MSH2, MSH6, MLHI1, PMS2) obejmowat petne sekwencje ko-
dujace wymienionych genow. Walidacja zaprezentowanej metody zo-
stala wykonana na 20 probkach raka endometrium (material utrwalony,
12 probek retrospektywnych i 8 prospektywnych) oraz na 4 probkach
retrospektywnych od pacjentek chorujacych na raka piersi (krew obwo-
dowa). Prébki do analiz retrospektywnych wytypowano na podstawie
wyniku badania wykonanego w zewngetrznym laboratorium medycznym,
w badaniu prospektywnym analizowano prébki nie poddane uprzednio
diagnostyce. Wyniki badania NGS dla raka endometrium skorelowano
z wynikami badania immunohistochemicznego ekspresji gendéw dMMR
(MSH2, MSH6, MLHI, PMS2) oraz genu TP53.

W wyniku analizy wykryto tacznie 38 wariantow patogennych, uzysku-
jac 97% zgodno$¢ wynikéw. W przypadku uszkodzenia genow dMMR
nie uzyskano zatozonej glgbokosci pokrycia dla wszystkich eksonéw ba-
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danych z uwagi na wysokg zawarto$¢ sekwencji repetytywnych (w przy-
padku MSH2, MSH6). Z uwagi na brak wykrytych wariantow w genie
PMS2 i przez wzglad na obecnos¢ pseudogendw dla sekwencji tego genu
odstgpiono od walidacji przydatnosci metody do diagnostyki tego genu
do czasu pozyskania probek z potwierdzonym zmutowanym statusem
PMS?2. Porownanie wynikow badania immunohistochemicznego i mole-
kularnego dato zblizong do raportowanej w literaturze zbiezno$ci wyni-
kow (zgodnosé 90%, 18/20 wynikow).

Wnhioski: Sekwencjonowanie nast¢pnej generacji jest przydatnym i rze-
telnym testem diagnostycznym do wykrywania istotnych klinicznie wa-
riantow genetycznych w nowotworach ztosliwych BRCA-zaleznych oraz
w raku trzonu macicy. Metoda NGS pozwala na jednoczasowa detekcje
zmian molekularnych, umozliwiajacych personalizacj¢ leczenia i straty-
fikacje pacjentek do grup rokowniczych.

Referencje
1. Wojciechowska U, Baranska K, Miklewska M, Didkowska JA. Cancer incidence and
mortality in Poland in 2020. Nowotwory. Journal of Oncology 2023, 73(3), 129-145.

2. Turk AA, Wisinski KB. PARP inhibitors in breast cancer: Bringing synthetic lethality to
the bedside. Cancer. 2018;124(12), 2498-2506.

3. Corr B, Cosgrove C, Spinosa D, Guntupalli S. Endometrial cancer: molecular classifi-
cation and future treatments. BMJ Med. 2022 31;1(1):], €000152.
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Strukturalna farmakogenomika w projektowaniu leku:
od polimorfizmu do decyzji projektowych
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Rozwdj farmakogenomiki oraz gwaltowny wzrost dostgpnosci danych
strukturalnych istotnie zmieniaja sposdb, w jaki opisuje si¢ i przewiduje
odpowiedz na leki na poziomie molekularnym. Zasoby wariantow popu-
lacyjnych i klinicznych ujawnity wysoka zmienno$¢ sekwencji w genach
kodujacych biatka stanowiace cele terapeutyczne, a rownolegle postepy
biologii strukturalnej i modelowania obliczeniowego umozliwiajg inter-
pretacje tych wariantow w kontek$cie architektury kieszeni wigzacych lub
allosterycznych [1]. W konsekwencji nasuwa si¢ pytanie, ktore warian-
ty pozostaja neutralnym ttem populacyjnym, a ktére w sposob mierzalny
zmieniaja powinowactwo, selektywnos¢ lub opornos¢ — oraz jak taka in-
formacjg¢ wiarygodnie przektada¢ na decyzje projektowe.

W wystgpieniu omowione zostang kluczowe mechanizmy wptywu wa-
riantow biatek docelowych na dziatanie lekow, obejmujace bezposrednie
modyfikacje kieszeni wiazacej, efekty posrednie zalezne od dynamiki
i allosterii, zmiany profilu off-target oraz mutacje opornosci [2]. Przed-
stawione zostang roéwniez gldéwne ograniczenia aktualnych podejsé:
rozbieznosci migdzy predyktorami efektu wariantu, niepewno$¢ modeli
w regionach o wysokiej zmiennosci i w obrebie izoform, a takze ogra-
niczona transferowalno$¢ wynikow in silico do fenotypu biologicznego
i klinicznego [3].

Na tym tle zaprezentowany zostanie pragmatyczny schemat analityczny
laczacy mapowanie wariantow na struktury biatek, zastosowanie kom-
plementarnych predyktoréw oraz metod modelowania molekularnego
z zasadami walidacji eksperymentalnej i jawnym raportowaniem niepew-
nos$ci. Celem jest uporzadkowanie praktycznych krokow, ktore wspieraja
priorytetyzacj¢ hipotez i ograniczaja ryzyko nadinterpretacji.
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EATRIS, The European Infrastructure for Translational
Medicine, a leading organization for the Personalized
Medicine agenda: The rare diseases challenge
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Abstract: EATRIS, the European infrastructure for translational medicine,
supports the development and implementation of personalized medicine
and innovative therapies for rare diseases by bridging the gap between
academic discovery and clinical application. Through its pan-European
network of leading research centres, EATRIS provides integrated scien-
tific, regulatory, and translational expertise across the full development
pathway, from target identification and biomarker discovery to clinical
proof-of-concept and early patient access.

In personalized medicine, EATRIS enables the translation of patient-
stratified approaches by supporting the development and validation of
biomarkers, advanced diagnostics, and data-driven tools that guide
clinical decision-making. By fostering multidisciplinary collaboration
and facilitating access to state-of-the-art platforms, EATRIS accelerates
the development of tailored interventions that improve treatment efficacy
and safety for individual patients.

In the field of rare diseases, where unmet medical needs are high and
development pathways are complex, EATRIS plays a critical role in
de-risking innovation. The infrastructure supports the co-development
of orphan therapies, innovative trial designs, and regulatory strategies
adapted to small patient populations, while promoting engagement with
patient organisations and regulators. By coordinating expertise across
Europe, EATRIS strengthens the efficiency, quality, and societal impact
of translational research, contributing to faster and more equitable access
to personalized solutions for patients with rare and complex conditions.
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Rdzeniowy zanik mie$ni — od badan podstawowych
do terapii celowanej i diagnostyki populacyjnej
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Rdzeniowy zanik migsni (SMA) to jedna z czg$ciej wystepujacych, ge-
netycznie uwarunkowanych chordb rzadkich. Jest to choroba neurodege-
neracyjna, w przebiegu ktorej obserwuje si¢ utratg neurondéw ruchowych
1 zwigzany z tym zanik mig$ni. Choroba ma r6zna ekspresje klinicznag,
a klasyfikacja pacjentéw odbywa si¢ w oparciu o wiek wystapienia obja-
woOw 1 nabyte w trakcie rozwoju ruchowe kamienie milowe. W najci¢z-
szych postaciach choroby, obserwowano wysoka $miertelno$¢ wskutek
niewydolno$ci oddechowe;.

Przyczyna SMA jest obecno$¢ patogennych wariantow w obu kopiach
genu SMNI — w wigkszosci przypadkow (95-97%) stwierdza si¢ obec-
nos¢ homozygotycznej delecji eksonu 7 tego genu. Swoistym modyfika-
torem przebiegu choroby jest gen SMN2 — paralog genu SMNI, r6zniacy
si¢ od niego kilkunastoma nukleotydami. Z obu gendéw powstaje tran-
skrypt dla biatka SMN, jednak w przypadku SMN2 jest go ponad 5 razy
mniej. Przy braku prawidtowego genu SMNI, ilos¢ ta jest niewystarcza-
jaca, aby podtrzymac¢ prawidtowe funkcjonowanie neuronow ruchowych.
Ze wzgledu na wysokg $miertelnos¢ pacjentéw z SMA prowadzone byly
badania podstawowe dotyczace genetycznego podioza choroby i moz-
liwosci wykorzystania tej wiedzy do opracowania terapii celowanych.
Efektem tych badan sg dostepne leki wykorzystujagce mozliwos¢ wpro-
wadzenia prawidlowej kopii genu SMNI w wektorze wirusowym (ona-
semnogen abeparwowek) lub mozliwo$¢ modyfikowania poziomu tran-
skryptu powstajacego z obecnego w komorkach genu SMN2 (nusinersen,
rysdyplam). W badaniach klinicznych wykazano, ze opracowane leki
wykazywaly wysoka skuteczno$¢ terapeutyczng, zwltaszcza gdy byty sto-
sowane wczesniej, najlepiej w okresie przed wystagpieniem pierwszych
objawow choroby. Spowodowalo to potrzeb¢ wprowadzenia badan, naj-
lepiej o charakterze przesiewowym, ktore umozliwiatyby szybka iden-
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tyfikacje pacjentow, ktorzy odniesliby korzy$¢ z wczesnego wdrozenia
leczenia.

Rdzeniowy zanik migsni byt jedng z pierwszych chorob, dla ktorych wy-
nik badania genetycznego stat si¢ podstawg do potwierdzenia rozpoznania
klinicznego. W Polsce badanie diagnostyczne w tym kierunku dostgpne
jest od ponad 25 lat. Od 2019 roku jest mozliwos¢ leczenia pacjenta z wy-
korzystaniem lekow celowanych, a w 2021 roku uruchomiono program
badan przesiewowych noworodkow w kierunku SMA. Do chwili obecnej
w ramach tego programu zidentyfikowano 156 pacjentow — u wiekszosci
(ok. 95%) zostato wiaczone odpowiednie leczenie. Pacjenci, ktorzy nie
przyjmuja jeszcze dedykowanych lekow, poddawani sg aktywnej obser-
wacji, za$ ewentualne leczenie zostanie wlgczone po wystgpieniu pierw-
szych objawéw klinicznych.

Dzigki wdrozonym rozwigzaniom systemowym SMA stato si¢ modelo-
wym przyktadem choroby rzadkiej, dla ktorej odpowiednia diagnosty-
ka i leczenie zapobiegaja wystgpowaniu trwatej niepetnosprawnosci lub
$mierci.

Referencje
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Nietypowe rozwigzania badawcze jako odpowiedz
na wyzwania w poszukiwaniu terapii choréb rzadkich
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Typowy proces opracowania nowego leku typowo trwa okoto 10-15 lat
i kosztuje od 1 do 2,5 miliarda dolaréw. Proces ten wiaze si¢ z rozlegly-
mi badaniami podstawowymi, przedklinicznymi a nastgpnie klinicznymi.
Aby stworzy¢ lek lub opracowac¢ terapi¢ dla choroby rzadkiej niezbedna
jest daleko idaca optymalizacja tego procesu. W ostatnich latach w proces
rozwoju lekéw na choroby rzadkie wigcza si¢ coraz wigcej organizacji ba-
dawczych prowadzonych przez rodziny i bliskich pacjentow. W jaki spo-
s6b w ten proces moga wilaczy¢ si¢ naukowcy, tak aby badania przektadaty
si¢ na konkretne rozwigzania terapeutyczne? W trakcie wyktadu zostang
przedstawione przyktady strategii badawczych we wspotpracy z kilkoma
organizacjami badawczymi pacjentdow i przetozenie tych nietypowych
rozwigzan badawczych na przyspieszenie procesu opracowania leczenia.
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Od n-of-1 do n-of-many: Jak MEK2 Research Foundation
rozwija leczenie na ultra rzadka chorobe genetyczna
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Zespot sercowo-twarzowo-skorny typu IV (CFC4) to ultra rzadka choro-
ba genetyczna spowodowana patogennymi wariantami w genie MAP2K?2.
Choroba ma charakter wielouktadowy i progresywny. Konstytutywna ak-
tywacja kinazy MEK2 (gain-of-function), skutkuje nadmierng aktywacja
szlaku sygnatowego RAS-RAF-MEK-ERK. Zaburzenie to powodu-
je deregulacje proliferacji, réznicowania i przezycia komoérek w wielu
tkankach podczas rozwoju embrionalnego i postnatalnego. Analogiczny
patomechanizm molekularny — nadaktywnos$¢ szlaku MAPK — wystepu-
je rowniez w innych chorobach nalezacych do grupy RASopatii, takich
jak zespoty Noonan, Costello czy NF1. Cho¢ fenotyp kliniczny rézni sie
w zaleznosci od genu i wariantu, wspolny mechanizm molekularny czyni
te jednostki potencjalnie podatnymi na podobne strategie terapeutyczne.
Dotychczasowe badania przedkliniczne oraz obserwacje kliniczne wska-
zuja, ze inhibitory MEK mogg modulowaé¢ nadmierng aktywnos¢ szlaku
MAPK u pacjentéw z RASopatiami. Leki te zostaty pierwotnie opraco-
wane do terapii onkologicznych, co wiagze si¢ z istotng toksycznoscia
i ogranicza ich dlugoterminowe stosowanie w populacji pediatryczne;.
Celem dziatalnosci MEK2 Research Foundation jest identyfikacja no-
wych inhibitorow MEK o obnizonej toksyczno$ci, dostosowanych do
przewleklego stosowania oraz charakteryzujacych si¢ dobra penetracja
bariery krew—mozg.

Zasoby badawcze fundacji obejmuja linie fibroblastow skory oraz linie
iPSC wyprowadzone od pacjentki z wariantem ¢.619G>A (p.Glu207Lys)
w genie MAP2K2. Fibroblasty wykorzystywane sg do wysokoprzepusto-
wego screeningu fenotypowego metoda cell painting oraz do analizy po-
ziomow fosforylowanego ERK (phospho-ERK). Na bazie komorek iPSC
tworzona jest linia izogeniczna przy uzyciu technologii CRISPR-Cas9,
a nastepnie prowadzone jest roznicowanie do neuronow, astrocytow oraz
kardiomiocytow. Roéwnolegle rozwijane s3 modele in vivo, obejmuja-
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ce mysz humanizowang oraz model Danio rerio, wykorzystywane do
dalszej walidacji skutecznos$ci i1 bezpieczenstwa potencjalnych terapii.
We wspotpracy z Instytutem Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk prowadzone jest modelowanie molekularne struktury
MEK?2 wraz z symulacjami oddziatywan z inhibitorami MEK.

Celem wystapienia jest pokazanie, ze pojedyncze inicjatywy pacjenckie
moga prowadzi¢ do odkry¢ terapeutycznych istotnych dla szerszej gru-
py pacjentdw poprzez celowanie w wspolny, molekularny mechanizm
choroby.

Referencije

1. Rodriguez-Viciana, P.; et al. Germline mutations in genes within the MAPK pathway
cause cardio-facio-cutaneous syndrome. Science, 2006, 311.
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Dolina Smierci w badaniach translacyjnych, pacjenci
budujacy mosty i badacze stawiajacy filary

Matgorzata Kosla'

" Fundacja PACS2 Research Foundation, ul. Grzybowska 2/31, 00-131 Warszawa, Polska
adres e-mail osoby prezentujgcej: mkosla@pacs2research.org

Badania translacyjne w obszarze chorob ultra-rzadkich naleza do naj-
bardziej wymagajacych obszarow wspodtczesnej medycyny. Jednostki te,
stanowigce ,,dtugi ogon” choroéb rzadkich, czesto pozostaja poza zainte-
resowaniem przemyshu farmaceutycznego, a brak jednego sponsora od-
powiedzialnego za proces rozwoju terapii end-to-end poglebia zjawisko
tzw. doliny $mierci - luki pomigdzy odkryciami przedklinicznymi a ich
zastosowaniem klinicznym.

Wystapienie bazuje na do§wiadczeniu rodzicow dziecka dotknigtego ul-
tra-rzadka chorobg jednogenowa, syndromem PACS2, ktorzy w krétkim
czasie doprowadzili do uruchomienia badan nad ta jednostka w kilkuna-
stu osrodkach badawczych na $wiecie oraz stworzyli realng perspektywe
badan klinicznych. Przyktad ten stanowi punkt wyjscia do szerszej reflek-
sji nad barierami finansowymi, organizacyjnymi i regulacyjnymi, ktore
systemowo ograniczaja translacj¢ innowacji w chorobach ultra-rzadkich.
Celem wystgpienia jest zaproszenie do refleksji nad tym, w jaki sposéb
badania nad chorobami ultra-rzadkimi moga sta¢ si¢ nie tylko wyzwa-
niem, lecz takze impulsem do nowych modeli wspdtpracy i myslenia
o translacji wiedzy naukowej do realnych korzysci klinicznych.
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Astrocyty jako nowa przestrzen interwencji
w personalizowanej terapii chorob odstresowych

Michat Slezak'

" Grupa Badawcza ‘Biologii Astrocytow’, P4Health, Sie¢ Badawcza tukasiewicz — PORT,
ul. Stabtowicka 147, Wroctaw, Polska

Precyzyjna diagnostyka i skuteczne leczenie zaburzen afektywnych pozo-
stajg powaznym wyzwaniem medycyny, glownie ze wzgledu na ztozony
charakter tych chordb. Indywidualne objawy zaburzen psychicznych wy-
nikajg z interakcji predyspozycji genetycznych, moderujacych podatnos¢
na czynniki §rodowiskowe wywotujace chorobe, z ktorych gtownym jest
stres. W naszych badaniach skupiamy si¢ na komoérkowych i molekular-
nych $ciezkach modyfikowanych przez stres, w celu identyfikacji nowych
podejsc¢ terapeutycznych.

W wystgpieniu podsumuj¢ wyniki naszych badan wskazujace, ze astro-
cyty sg kluczowym mediatorem osrodkowych efektow zaburzen sygna-
lizacji hormonoéw stresu. Wykazalismy, ze glgbokie zmiany transkryp-
cyjne gleju sa glowna cechg odrdzniajaca probki mozgdéw od pacjentow
z najpowazniejszymi zaburzeniami psychicznymi od kontrolnych. Dzig-
ki zastosowaniu nowatorskiego protokotu wzbogacania jader astrocytow
uzyskaliSmy bezprecedensowy wglad w molekularny program astrocy-
tow w depresji i odkryliSmy, ze receptor glikokortykoidowy (GR) jest
gltownym regulatorem tych zmian. Wykazalis$my, ze znaczna cz¢$¢ pato-
logicznej sygnatury astrocytow jest replikowana w modelu chroniczne-
go stresu u gryzoni. Selektywna eliminacja receptora GR z astrocytow
zapobiegata transkrypcyjnym, metabolicznym i behawioralnym skutkom
przewlektego stresu u myszy. Analiza $ciezek funkcjonalnych ujawnita
m.in., ze migdzygatunkowa cechg dysfunkcji astrocytow sg zaburzenia
gospodarki glutaminianem. Funkcjonalna manipulacja kluczowego en-
zymu in vivo prowadzita z kolei do wywolania selektywnych zaburzen
zachowania u gryzoni.

W drugiej cze$ci mojego wystapienia omowi¢ znaczenie opracowania od-
powiednich narzedzi do walidacji szlakow specyficznych dla astrocytow
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jako nowatorskiej strategii terapeutycznej w zaburzeniach zwigzanych ze
stresem. Miedzy innymi, przedstawi¢ nasze najnowsze wyniki, koncen-
trujace si¢ na analizie roli wybranych gendéw specyficznych dla astrocy-
tow w osrodkowych efektach chronicznej aktywacji GR, z uwzglednie-
niem réznic ptciowych.
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Biomarkery skutecznos$ci ketaminy
jako narzedzie personalizacji terapii depresji

Monika Bijata’

' Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, Warszawa, Polska
adres e-mail osoby prezentujgcej: m.bijata@nencki.edu.pl

Depresja lekooporna (ang. treatment-resistant depression, TRD) stanowi
jedno z najpowazniejszych wyzwan wspolczesnej psychiatrii kliniczne;.
Znaczna czg$¢ pacjentdw nie uzyskuje wystarczajacej poprawy po kolej-
nych liniach standardowego leczenia przeciwdepresyjnego, co wiagze sig¢
z duzym obcigzeniem chorobg, pogorszeniem jako$ci zycia oraz zwiek-
szonym ryzykiem zachowan samobojczych. W tym kontek$cie wprowa-
dzenie ketaminy oraz jej enancjomeru, esketaminy, znaczaco zmienito
strategie terapeutyczne, oferujagc mozliwos¢ szybkiego dzialania prze-
ciwdepresyjnego, réwniez u pacjentéw z TRD.

Jednoczes$nie odpowiedz na leczenie ketaming i esketaming pozosta-
je wyraznie zréoznicowana. U czgdci pacjentdOw obserwuje si¢ wyrazng
i trwalg poprawe, podczas gdy u innych efekt terapeutyczny jest stabszy
lub krotkotrwaly. Zmienno$¢ ta podkresla potrzebg lepszego zrozumie-
nia czynnikow warunkujacych skuteczno$¢ leczenia oraz poszukiwania
obiektywnych wskaznikow, ktére mogtyby opisywac i porzadkowac te
heterogenicznos$¢.

Coraz wigksze zainteresowanie budzi mozliwo$¢ przewidywania sku-
teczno$ci terapii za pomocg mierzalnych wskaznikow biologicznych
1 klinicznych. Koncepcja biomarkerow skutecznosci leczenia wpisuje sie
w nurt psychiatrii precyzyjnej, ktorej celem jest odejscie od podejscia jed-
nolitego dla wszystkich pacjentdw na rzecz lepszego dopasowania terapii
do indywidualnych cech chorego. Biomarkery odpowiedzi na leczenie
stanowia nie tylko potencjalne narzedzie predykcyjne, lecz takze wazny
element poglebiania wiedzy o mechanizmach dziatania lekéw oraz o bio-
logicznych podstawach zréznicowanej odpowiedzi terapeutyczne;.
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Profilowanie metaboliczne jako wsparcie w poszukiwaniu
ukierunkowanych terapii zaburzen ukladu nerwowego
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Wiele chorob, zaréwno cywilizacyjne jak i rzadkie choroby neuroroz-
wojowe, na poziomie komoérkowym wiaze si¢ z zaburzeniami w kluczo-
wych szlakach metabolicznych, jednakze zaburzenia te wcigz pozostaja
niewystarczajaco scharakteryzowane. Niedostatecznie poznany ich zwia-
zek z rozwojem choroby utrudnia zaprojektowanie skutecznej farmako-
terapii. Ztozonos$¢ proceséw metabolicznych oraz plastyczno$¢ komorek
powoduja, ze aby uzyskac pelny obraz konsekwencji patogennej mutacji
konieczne jest zastosowanie i zintegrowanie wielu technik i metod ekspe-
rymentalnych. W tym celu analizujemy parametry bioenergetyczne i ak-
tywnos$¢ wybranych szlakow metabolicznych, co w potaczeniu z danymi
proteomicznymi i metabolomicznymi, umozliwia funkcjonalng charak-
terystyke defektow lezacych u podstaw wspomnianych schorzen. Takie
zintegrowane podejscie pozwala na identyfikacj¢ kluczowych zaburzen
w szlakach metabolicznych, co przeklada si¢ nie tylko na lepsze zrozu-
mienie patogenezy badanych chorob, ale takze na rozroznienie ich pier-
wotnych przyczyn od wtornych efektéw adaptacyjnych. To z kolei po-
zwala zidentyfikowa¢ molekularne cele potencjalnej terapii. Precyzyjna
wiedza na temat zmian w profilu metabolicznym wywotanych patogenna
mutacjg pozwala na ocen¢ dziatania zwigzkéw chemicznych o poten-
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cjale terapeutycznym na poziomie komdrkowym oraz wczesng selekcje
najbardziej obiecujacych kandydatow na leki. Testowanie skutecznosci
interwencji farmakologicznych w modelach opartych na liniach komor-
kowych pochodzacych od pacjentéw sprzyja rozwojowi terapii celowa-
nych, a integracja danych eksperymentalnych, dotyczacych metabolizmu
komoérkowego z danymi klinicznymi, moze przyczynia¢ si¢ do bardziej
racjonalnego i efektywnego opracowywania lekow dla chorych m.in. na
rzadkie schorzenia neurorozwojowe i neurodegeneracyjne.

Finansowanie: NCN UMO-2024/55/B/NZ4/02402.
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Transkryptomika przestrzenna
jako narzedzie medycyny translacyjnej

Katarzyna Widerak'
' Analityk Genetyka ul. Zwirki i Wigury 101 lok. 5.22 02-089 Warszawa

Technologia Xenium in situ, oparta na transkryptomice przestrzennej,
umozliwia szczegdétowe mapowanie i analiz¢ ekspresji genow, a takze
wybranych biatek, bezposrednio w probkach tkanek. Zachowanie kon-
tekstu przestrzennego pozwala na precyzyjne badanie interakcji pomig-
dzy komorkami, ocen¢ stopnia infiltracji komérek uktadu odpornoscio-
wego oraz analiz¢ mikrosrodowiska badanej tkanki.

Zastosowanie tej technologii umozliwia identyfikacj¢ subpopulacji ko-
morek, ich rozmieszczenia przestrzennego oraz wzajemnych oddzialy-
wan, co wspiera wyznaczanie potencjalnych biomarkerdw i lepsze zrozu-
mienie mechanizmow progresji choroby.

Dzicki tym wlasciwosciom platforma Xenium znajduje coraz szersze za-
stosowanie w badaniach mi¢dzy innymi z zakresu onkologii czy chorob
neurodegeneracyjnych, stanowigc istotne narzedzie medycyny transla-
cyjnej. Umozliwia ona odkrywanie oraz wyjasnianie mechanizméw bio-
logicznych, ktore pozostawaty niedostepne dla konwencjonalnych metod
badawczych.
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Metody bioinformatyczne w funkcjonalnej interpretacji
ludzkiego mikrobiomu jelitowego

Jakub Wojciechowski

1 Sano - Centrum Zindywidualizowanej Medycyny Obliczeniowej
adres e-mail osoby prezentujacej: j.wojciechowski @sanoscience.org

Mikroorganizmy zasiedlajace jelita tworza niezwykle zlozony ekosy-
stem, ktory zdolny jest wptywac na wiele sposobow na nasze zdrowie.
Przez wiele lat badania ludzkiego mikrobiomu jelitowego skupialy si¢ na
identyfikacji wystepujacych w nim gatunkow bakterii i grzybow. Choé
podejscie to zaowocowato odkryciem licznych powigzan migdzy mi-
krobiomem, a wystgpowaniem powaznych chordb, czgsto okazuje sie,
ze wnioski sa specyficzne dla danej populacji lub grupy osob. Ten brak
generalizowalno$ci wynikow zwykle zwigzany jest z duza zmienno$cia
mikrobiomu jelitowego, zaro6wno w czasie jaki i pomiedzy réznymi po-
pulacjami. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ analizowanie mikro-
biomu od strony funkcjonalnej, a nie koncentrowaniu si¢ na obecnosci
lub brak poszczegdlnych gatunkdéw. W naszej pracy skupiamy sie na
opracowaniu nowych metod bioinformatycznych opartych na funkcjo-
nalnej notacji biatek pozwalajacych bada¢ funkcjonalny potencjat bakte-
rii kolonizujgcych nasze jelita.
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Wykorzystanie sztucznej inteligencji
w projektowaniu lekow biologicznych: mozliwosci i trudnosci

Krzysztof Rataj'

' Ardigen S.A., ul. Leona Henryka Sternbacha 1, 30-394 Krakéw
adres e-mail osoby prezentujgcej: krzysztof.rataj@ardigen.com

Sztuczna inteligencja jest mocno zintegrowana ze wspolczesnymi proce-
sami projektowania lekow. Na rynku pojawiaja si¢ doniesienia o kolej-
nych lekach zaprojektowanych z uzyciem sztucznej inteligencji wcho-
dzacych do badan klinicznych. Firmy farmaceutyczne réwniez nie zosta-
ja w tyle, inwestujac mocno w rozwigzania oparte na Al w celu przyspie-
szenia procesu tworzenia lekow.

Jednakze jednym z pol na ktorym sztuczna inteligencja dopiero zaczy-
na stawia¢ pierwsze pewne kroki jest domena lekow biologicznych. Ze
wzgledu na duza przestrzen sekwencyjng i konformacyjna, oraz duzy
potencjat na niespecyficzno$¢ lub immunogenicznos¢, projektowanie
peptydow, matych biatek Iub tzw. nanobodies jest problemem znacznie
bardziej ztozonym od projektowania lekéw matoczasteczkowych.

W tej krotkiej prezentacji przedstawig kilka z obecnie dostepnych metod
wspomagajacych proces projektowania lekéw biologicznych, ich zalety
1 wady, oraz ich zastosowanie w rzeczywistych projektach poszukiwania
nowych terapii.
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Otwarte modele sztucznej inteligencji w obszarze zdrowia,
W-22 na przykladzie produktow Google oraz Google DeepMind

Dawid Ostrowski'

' Google Switzerland, Brandschenkestrasse 110, 8002 Ziirich, Szwajcaria
adres e-mail osoby prezentujacej: dos @google.com

Rozwd¢j multimodalnych modeli fundamentalnych otwiera nowe moz-
liwosci w zakresie diagnostyki, odkrywania lekow i medycyny precy-
zyjnej. W niniejszym wystapieniu zaprezentowane zostang najnowsze
narzedzia firmy Google, poczawszy od rozwigzan wspierajacych prakty-
ke kliniczng, a konczac na modelowaniu molekularnych mechanizmow
regulacji genomu.

Omowiona zostanie inicjatywa Health Al Developer Foundations (HAI-
-DEF) [1], udostgpniajaca specjalistyczne modele otwarte dla badaczy
i deweloperéw. Przedstawiony zostanie model MedGemma [2], zbudo-
wany na architekturze Gemma 3 [3], wykazuje zaawansowane zdolnosci
rozumowania multimodalnego, osiagajac wyniki poréwnywalne z wyspe-
cjalizowanymi systemami w zadaniach takich jak generowanie opisoéw ra-
diologicznych czy klasyfikacja obrazow histopatologicznych. Oméwione
zostang rowniez inne modele HAI-DEF jak np. HeAR (Health Acoustic Re-
presentations) [4], wykorzystujacy uczenie samonadzorowane na 313 mi-
lionach probek audio do wykrywania biomarkerow akustycznych, takich
jak kaszel w przebiegu gruzlicy czy parametry spirometryczne.

W kontekscie farmakologii systemowej zaprezentowany zostanie model
C2S8-Scale (Cell2Sentence) 5], ktory przeksztatca profile transkryptomicz-
ne pojedynczych komorek w forme tekstowa zdan komorkowych (cell sen-
tences). Model ten, skalowany do 27 miliardow parametrow, umozliwia
przeprowadzanie wirtualnych badan przesiewowych lekéw w specyficz-
nych kontekstach komorkowych.

Wystapienie zakonczy prezentacja modelu AlphaGenome [6], ktéry inte-
gruje przewidywanie funkcjonalnych $ciezek genomowych bezposrednio
z sekwencji DNA.

Referencje
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Komorkowe i terapeutyczne mRNA —
dlaczego ogony poli(A) sg takie wazne

Andrzej Dziembowski'*
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Szczepionki mRNA staly si¢ rewolucja na rynku lekéw biologicznych
1 w istotny sposob przyczynity sie do opanowania pandemii koronawi-
rusa. Zjawisko to wyraznie zwigkszylto zainteresowanie badaniami nad
tym, jak regulowana jest stabilnos§¢ mRNA w komorkach. Wiedza ta
moze stanowi¢ podstawe do projektowania bardziej stabilnych, a przez
to skuteczniejszych lekow mRNA.
Zarowno terapeutyczne, jak i komérkowe mRNA majg bardzo podobna
budowe, a szlaki ich degradacji sa w duzej mierze zbiezne. Z drugiej
strony, r6ézne typy komorek — w tym komorki wystepujace w naszym
organizmie — moga znaczaco rozni¢ si¢ pod wzgledem przetwarzania
i kontroli losow mRNA w cytoplazmie.
W swoim wyktadzie przedstawi¢ aktualny stan wiedzy na temat regula-
cji stabilnosci terapeutycznych i komdorkowych mRNA, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli ogondéw poli(A). Podziele si¢ rowniez wynikami
naszych najnowszych badan pochodzacych z laboratorium, ktore pozwo-
lity odkry¢ nieoczekiwany mechanizm stabilizacji mRNA stosowanego
w szczepionkach'.
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Fingerprinty molekularne to mocne modele
dla przewidywania wlasnosci peptydow
Jakub Adamczyk', Piotr Ludynia', Wojciech Czech'

1 Wydziat Informatyki, Akademia Gérniczo-Hutnicza, Krakéw, Polska
adres e-mail osoby prezentujacej: jadamczy @agh.edu.pl

Zrozumienie wlasciwosci peptydow, takich jak wykrywanie peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (AMP), czgsto uznaje si¢ za zadanie wyma-
gajace modelowania dalekozasiegowych oddziatywan molekularnych
oraz konformacji peptydow. Motywuje to stosowanie ztozonych mo-
deli uczenia maszynowego (ML), takich jak grafowe sieci neuronowe
(GNNs) oraz pretrenowane Protein Language Models (PLM). Nie jest
jednak jasne, czy takie zaleznosSci dalekiego zasiegu sg rzeczywiscie nie-
zbedne — 1 nie zostato to biologicznie udowodnione. W tej pracy badamy,
czy tzw. fingerprinty molekularne, b¢dace dobrze znanym narzedziem
chemoinformatycznym dla matych zwigzkow, potrafia uchwyci¢ zalez-
no$¢ struktura-funkcja w przypadku peptydoéw. Ta reprezentacja na po-
ziomie atomowym ma na celu dostarczenie bogatszej informacji niz mo-
dele oparte wylacznie na sekwencji, zapewnienie wigkszej efektywnosci
niz podejscia strukturalne, a jednoczesnie nie koduje zadnych zaleznosci
dalekiego zasiggu wynikajgcych z konformacji (foldingu) peptydu.
Wyniki uzyskane na 132 zbiorach danych oraz 6 benchmarkach predyk-
cji funkcji peptyddw pokazuja, ze modele wykorzystujace fingerprinty
molekularne w wersji zliczajacej podstruktury (count), ECFP, Topologi-
cal Torsion oraz RDKit, wraz z klasyfikatorem LightGBM osiagajg naj-
wyzsza dotad (SOTA) skutecznos¢ [1]. Pomimo kodowania wylacznie
krétkozasiggowych cech molekularnych, modele te przewyzszaja podej-
$cia oparte na GNNs oraz PLMs. Eksperymenty kontrolne z losowym
tasowaniem sekwencji oraz zliczaniem aminokwaséw potwierdzaja, ze
fingerprinty — mimo iz z natury lokalne - wystarczaja do wysokiej jakosci
predykcji wlasciwosci peptydow. Nasze wyniki podwazajg domniemanie
o koniecznosci modelowania oddziatywan dalekiego zasiegu i wskazuja
fingerprinty molekularne jako skuteczna, odporng na szum, oraz oblicze-
niowo efektywna metode dla predykcji wtasciwosci peptydow.

Referencije

1. Adamczyk, J.; Ludynia, P.; Czech, W. Molecular Fingerprints Are Strong Models for
Peptide Function Prediction. arXiv preprint, 2025, arXiv:2501.17901.
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Synergistyczna immunoterapia przeciwnowotworowa celujaca
w LAG-3+PD-L1 poprzez koadministracj¢e durwalumabu
i flawonoidu
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Jacek Plewka?
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LAG-3 to biatko blonowe wystepujace na limfocytach T i B oraz komor-
kach NK. Po zwigzaniu z ligandami, zatrzymuje ono aktywacje wspo-
mnianych komorek. Niektore nowotwory dokonuja nadmiernej ekspresji
liganda LAG-3, biatka MHCII, w konsekwencji prowadzac do uciecz-
ki spod kontroli uktadu immunologicznego [1].

W naszych badaniach potwierdzilismy, Zze synergistyczna terapia, opar-
ta na jednoczesnym podaniu durwalumabu (leku anty-PD-L1) i flawo-
noidu jest skuteczna in vivo. WykazaliSmy, ze flawonoid bezposrednio
wigze si¢ do LAG-3 (MST, K =4,6 uM) oraz blokuje interakcje LAG-3/
MHCII (HTRF, IC,=19,3 uM), potwierdzajgc jego mechanizm immu-
noterapeutyczny. Formulujac flawonoid w syntetycznym polimerze uda-
to sie zwiekszy¢ jego rozpuszczalno$¢ w wodzie, umozliwiajac doustng
administracje. Koadministracja z durwalumabem, okazata si¢ skutecz-
na in vivo (model nowotworu jelita grubego hPD-L1-MC38 u myszy
C57BL/6), zmniejszajac mas¢ guza lepiej niz sktadniki osobno. Nasze
wyniki stanowig pierwszy dowod synergicznego dziatania przeciwcia-
ta monoklonalnego anty-PD-L1 i matych czgsteczek ukierunkowanych
na interakcje LAG-3/MHCII in vivo. Odkrycia te otwierajag nowe moz-
liwosci opracowania optacalnych i potencjalnie dostgpnych doustnie le-
kow komplementarnych do obecnie stosowanych terapii.

Badania zostaty przeprowadzone w ramach grantu OPUS , Innowacyjne
matoczasteczkowe inhibitory celujace w LAG-3 i1 kompleks MHCII do
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immunoterapii nowotworow”’, sfinansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki (numer umowy UMO-2024/53/B/NZ7/02801).

Referencje
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Receptory purynergiczne jako cele terapeutyczne — wysokie
powinowactwo a selektywnos¢ lekow. Czy klastry boru mogg
stanowi¢ rozwiazanie?
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Receptory purynergiczne P1, zwlaszcza podtypy A2A 1 As, sg atrakcyjny-
mi celami terapeutycznymi, lecz w projektowaniu ligandow utrzymanie
wysokiego powinowactwa przy jednoczesnym uzyskaniu selektywnosci
pozostaje kluczowym ograniczeniem. Klastry boru (karborany), jako bio-
izostery pierscienia fenylowego i trojwymiarowe farmakofory hydrofo-
bowe mogg by¢ czgSciowym rozwigzaniem tego dylematu. W naszych
badaniach ocenili$my, czy modyfikacja adenozyny klastrami boru w po-
roéwnaniu z podstawnikiem fenylowym pozwala zwigkszy¢ selektywnos¢
wzgledem danych podtypow receptorow purynergicznych przy zachowa-
niu powinowactwa. Zsyntetyzowane i ocenione biblioteki pochodnych
adenozyny z klastrami boru poréwnano z analogami fenylowymi pod ka-
tem wigzania do A2A/As (radioligand displacement assay) i w dokowaniu
do receptora in silico [1, 2]. Aktywnos$¢ funkcjonalng oceniano w testach
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aktywacji plytek oraz funkcji neutrofili in vitro [3,4]. W badaniach po-
rownawczych karboran vs fenyl uzyskano zgodno$¢ migdzy wynikami
dokowania molekularnego a testami wigzania ligandu. W poréwnywa-
nych parach (karboran «<» fenyl) analogi z klastrami boru wykazywaty
z reguly nizsze bezwzgledne powinowactwo, ale wyzsza selektywnosé¢
wzgledem receptora As, co wskazuje na mozliwo$¢ kompromisu migdzy
selektywnos$cig a powinowactwem do receptora.
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p-kariofilen lagodzi zaburzenia behawioralne indukowane
MK-801 w szczurzym modelu schizofrenii

Magdalena Biaton!, Katarzyna Popiotek-Barczyk', Mateusz Krolewski', Zaneta
Broniowska', Agnieszka Wasik', Katarzyna Starowicz'

" Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, ul. Smetna 12, 31-343 Krakow, Polska
adres e-mail osoby prezentujgcej: bialon @if-pan.krakow.pl

Wstep: Schizofrenia jest przewlekta chorobg psychiczng dotykajaca oko-
o 240 milion6w o0s6b na Swiecie [1] i objawia si¢ symptomami pozytyw-
nymi (halucynacje), negatywnymi (wycofanie spoteczne) oraz deficytami
poznawczymi (zaburzenia pamig¢ci). Obecne leki przeciwpsychotyczne
skutecznie tagodza objawy pozytywne, lecz maja ograniczony wpltyw
na pozostate symptomy, a okoto 30% pacjentow pozostaje opornych na
leczenie [2], co podkresla potrzebe nowych strategii terapeutycznych.
B-kariofilen (BCP), naturalny terpen obecny m.in. w Cannabis sativa
L., dziata jako selektywny agonista receptora kannabinoidowego typu 2
(CB2R) i wykazuje wtasciwosci przeciwzapalne, antyoksydacyjne i prze-
ciwlgkowe [3]. Dysfunkcja uktadu endokannabinoidowego obserwowa-
na w badaniach przedklinicznych i klinicznych sugeruje jego role w pa-
tofizjologii schizofrenii.

Metody: Samce szczurow szczepu Wistar otrzymaty dootrzewnowg iniek-
cje BCP (25 mg/kg) oraz MK-801 (0.1 mg/kg), ktory stanowi zwierzecy
model schizofrenii, odzwierciedlajacy charakterystyczne dla tej choroby
zachowania. Po 30 minutach od ostatniego podania, zostaly przeprowa-
dzone testy behawioralne: otwartego pola (aktywno$¢ motoryczna), pod-
niesionego labiryntu krzyzowego (I¢k), interakcji socjalnych (zachowania
socjalne) oraz rozpoznawania nowego obiektu (zaburzenia pamigci).
Rezultaty: BCP zniwelowalo hiperaktywnos¢ indukowang podaniem
MK-801. W tescie podniesionego labiryntu krzyzowego, podanie BCP
zwickszyto u szczurow % czasu spedzonego w otwartych ramionach apa-
ratu. W tescie rozpoznawania nowego obiektu, podanie MK-801 wywo-
lato silne zaburzenia pami¢ci, natomiast podanie BCP istotnie zniwelo-
wato ten efekt i przywrocito parametry do wartosci kontrolnych. W tescie
interakcji socjalnych, BCP nie odwrdcito obnizonej liczby i czasu inter-
akcji socjalnych wywotanych podaniem MK-801.
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Whioski: BCP wykazuje dzialanie prokognitywne i przeciwlgkowe oraz
fagodzi hiperaktywno$¢ w zwierzecym modelu schizofrenii. Wyniki
wskazuja, ze modulacja uktadu kannabinoidowego moze stanowi¢ obie-
cujacy kierunek terapeutyczny w leczeniu tej choroby.

Badanie zostato sfinansowane ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki (NCN) w ramach gran-
tu nr 2022/45/N/NZ7/04059.
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Badanie przeciwlekowego i neurochemicznego mechanizmu
mikrodawkowania psylocybiny u szczurow

Agnieszka Bysiek', Maja Gramatyka', Krystyna Gotembiowska'
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Psylocybina, reprezentujaca klase serotoninergicznych psychodelikow
wzbudza obecnie zainteresowanie ze wzgledu na sugerowane dzialanie
terapeutyczne w zaburzeniach lgkowych, depresji, w terapii bolu oraz
w chorobach neurodegeneracyjnych takich jak choroba Parkinsona czy
choroba Alzheimera. W badaniach klinicznych i modelach zwierzgcych
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wykazano skutecznos$¢ jednorazowego podania psylocybiny w leczeniu
leku i lekoopornej depresji. Alternatywa do klinicznie efektywnych da-
wek psychodelikow jest stosowanie ich matych dawek, ale podawanych
w dhuzszym okresie czasu czyli w schemacie ,,mikrodawkowania”. Mi-
krodawkowanie moze dawac korzysci terapeutyczne, takie jak poprawa
nastroju, kreatywnosci, zmniejszanie leku, chronicznego bolu, bolu mi-
grenowego, ale z matym ryzykiem dziatan niepozadanych, np. halucyna-
cji czy zaburzen postrzegania. Mikrodawkowanie definiowane jest jako
kilkukrotne podanie psychodelikow w roznych odstepach czasu w ilosci
1/10 dawki wywotujacej efekt terapeutyczny.

Celem naszych badan bylo okreslenie efektywnosci psylocybiny w dawce
0.06 mg/kg (sc) podawanej dorostym szczurom Wistar-Han przez okres
2 tygodni w odstepach dwudniowych. Psylocybina wywotywala niewiel-
kie dziatanie halucynogenne okreslane w tescie potrzgsania glowa (Wet
Dog Shakes; WDS), dziatata przeciwlgkowo w tescie podniesionego labi-
ryntu (Elevated Plus Maze; EPM), ale nie wykazata tego dziatania w te-
$cie jasnego/ciemnego pudetka (Light Dark Box; LDB). Obserwowano
ponadto niewielki, ale znamienny statystycznie wzrost aktywnosci moto-
rycznej i zachowania kompulsywnego na wolnym polu oraz zwickszenie
eksploracji o$§wietlonego pola centralnego (Open Field Test; OFT). Nie
stwierdzono wplywu na funkcje kognitywne w tescie rozpoznania no-
wego obiektu (Novel Object Recognition Test, NORT) oraz nie obser-
wowano oksydacyjnego uszkodzenia materiatu genetycznego we frakcji
jadrowej pozyskanej z kory czotowej i hipokampa szczurow.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze psylocybina podawana w schemacie
mikrodawkowania moze wplywac¢ korzystnie na poziom l¢ku, aktyw-
no$¢ poszukiwawczg zwierzat i nie powodowac zmian uszkodzeniowych
DNA, ale moze wywotywa¢ dziatanie psychotomimetyczne.
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Behavioral effects of adolescent social isolation
and resocialization in female mice
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Adolescence is a critical period for the development of adult social and
emotional behaviors. It is associated with increased sensitivity to social
cues and heightened neuroplasticity in neuronal pathways involved in so-
cial interactions. Isolation disrupts these processes but it remains unclear
to what extent its effects are persistent or whether they are reversible.
In this study, female C57BL/6J mice were socially isolated for 2 weeks
between PND 21 and 35, and subsequently resocialized with same-sex,
age-matched peers. Behavioral testing was conducted in two separate co-
horts after 2 and 7 weeks of social housing. The test battery included
assessment of anxiety-like behavior, social interaction, social dominance,
and cognitive function. Our preliminary results indicated no significant
behavioral effects of adolescent isolation stress at either time point. Ho-
wever, a trend toward reduced time spent in the center of the open field
was observed in a younger cohort. This result suggests a mild and po-
ssibly transient increase in anxiety-like behavior after isolation. Further
studies with larger sample sizes and inclusion of both sexes are needed to
clarify the long-term outcomes of adolescent social deprivation and their
modulation by social reintegration.
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Zroéznicowanie zmian w ekspresji proteomu mitochondrialnego
komorek mikrogleju w odpowiedzi na degeneracj¢ neuronow
vs astrocytow istoty czarnej mozgu szczura
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Funkcjonowanie astrocytow i neurondow jest silnie ze sobg powigzane,
zwlaszcza w procesach metabolizmu energetycznego. Co ciekawe, $mieré
astrocytow aktywuje odpowiedz mikrogleju w znacznie wigkszym stop-
niu niz degeneracja neuronow.

Celem badania byto poréwnanie proteomu mitochondrialnego komorek
mikrogleju aktywowanych degradacja neuronow lub astrocytow. 7-dnio-
wa infuzja fluorocytrynianu do istoty czarnej (SN) uszkodzita 30% as-
trocytow. Podobng degeneracje neuronow dopaminergicznych wywotano
podaniem 6-OHDA do MFB [doi: 10.1007/s12035-017-0529z]. Mikro-
glej, wyselekcjonowany z tkanki SN moézgu za pomoca FACS, zostat
zbadany pod katem proteomu mitochondrialnego przy uzyciu timsTOF
Pro 2 i spektrometrii masowej. Analize danych przeprowadzono za po-
mocg Perseus 2.0.11, Python 3.11.7, STRING DB.

W odpowiedzi na $mier¢ astrocytow komorki mikrogleju zwigkszyty eks-
presje 8 biatek mitochondrialnych i indukowaty ekspresje dodatkowych
23 biatek. Zgrupowane zostaly w 4 gtéwne klastry: 1) biatka opiekuncze,
w tym zalezne od ATP; 2) metabolizm pirogronianu i cykl kwasu cytry-
nowego; 3) aktywno$¢ regulatora syntazy tlenku azotu; 4) mitochondrial-
ny kompleks syntazy ATP transportujacej protony, fragment katalityczny
F(1), wigzanie angiostatyny. Zaobserwowano ponadto, ze zwigkszenie
ilosci Cox4il, Vatl, Hspa9, Atp5flc, Vdac2 1 Prdx1 bylo specyficzne dla
aktywacji mikrogleju zaleznej od astrocytow.

W odpowiedzi na degeneracje neuronéw dopaminergicznych komorki
mikrogleju zwickszyly ekspresje tylko 2 bialek mitochondrialnych i in-
dukowaty ekspresj¢ 4 bialek. Biatka te utworzyty 2 klastry: 1) metabo-
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lizm kwasu 2-oksokarboksylowego, cykl TCA (Got2, Idh2, Ldha, Nme2);
2) aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (Calm3, Ywhah). Wszystkie
6 biatek ulegto rowniez zmianie w odpowiedzi mikrogleju na Smier¢ as-
trocytow.

Co ciekawe, biatko Park7 (DJ-1), biorace udzial w mechanizmach choro-
by Parkinsona, wykazywato zroznicowana ekspresj¢ w mikrogleju akty-
wowanym przez $mier¢ astrocytow, ale nie w mikrogleju aktywowanym
przez neurodegeneracje. Dane te wskazuja, ze zarbwno umierajace astro-
cyty, jak i neurony wywotuja zblizone adaptacje mitochondrialne w akty-
wowanym mikrogleju, jednak w ré6znym stopniu. Mikroglej aktywowany
przez dysfunkcje astrocytow jest znacznie bardziej patogeniczny i moze
przyczyniac si¢ do rozwoju choroby Parkinsona.

Finansowanie: NCN UMO-2017/27/B/NZ7/00289, statut IFPAN, przy udziale infrastruktury
CEPHARES.

Cell Painting + Al oraz proteomika fibroblastow
w repozycjonowaniu lekow dla zespolu PACS2 (DEE66)
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Zespot PACS2 (DEEG66) jest ultrarzadka encefalopatia padaczkowa, dla
ktorej nie ma leczenia przyczynowego. Repozycjonowanie lekow wy-
maga efektywnego, powtarzalnego readoutu komorkowego. Do badania
przesiewowego (screeningu) wykorzystano linie fibroblastow wypro-
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wadzone z materiatu pobranego od siostr blizniaczek: jednej z mutacja
PACS2 E209K oraz drugiej — bez mutacji (WT). Charles River Laborato-
ries przeprowadzito eksperyment metodg Cell Painting z obrazowaniem
w ptytkach 384-dotkowych (CV8000) oraz ekstrakcjg >3500 cech na ko-
morke (CellProfiler). Dane analizowano w podejsciu ,,unbiased” w KNI-
ME (PCA), a XGBoost wykorzystano do klasyfikacji ,,zdrowy/choro-
bowy” 1 wyliczenia odsetka komorek o fenotypie zdrowym na dotek.
Przesiano ~6000 zwigzkoéw pod katem repozycjonowania, a aktywnos¢
wybranych substancji weryfikowano w seriach dawko-zaleznych. Ze-
brane dane obrazowe analizowane byly w alternatywnym pipeline obli-
czeniowym SPRING Al, uwzgledniajgcym informacje patomechanizmie
mutacji, dostarczajac oddzielnej listy hitow. Rownolegle wykonano ana-
lize transkryptomiczng oraz ilosciowg proteomike LC—MS/MS fibrobla-
stow PACS2 vs WT. Do oznaczen proteomicznych wykorzystano <4000
komorek na dotek. Model zapewnit szerokie okno testu. Zidentyfikowano
68 hitow, z czego 30 potwierdzono jako zwickszajace odsetek komodrek
o fenotypie zdrowym bez spadku liczby jader. Analiza w przestrzeni PCA
(CCDC) pozwolita wskazac 5 zwigzkow priorytetowych. Proteomika do-
starczyta niezaleznej warstwy mechanistycznej do interpretacji fenotypu
1 priorytetyzacji kandydatow.

Integracja Cell Painting/Al z proteomikg w modelu o ograniczonym tle
genetycznym tworzy skalowalng platforme medycyny precyzyjnej dla
chorob rzadkich: od fenotypowego screeningu ,,rescue” po mechani-
styczne uwiarygodnienie kandydatoéw lub ich eliminacje.

Referencje

1. Zbikowski A, Kowalczyk T, Kasparek P, Prohazka J, Sedlacek R, Ciborowski M, Cy-
sewski D, tukasiewicz K. Understanding PACS2 syndrome’s pathomechanism by
studying E209K and E211K mutations. Mamm Genome. 2025 Jun;36(2):363-371.
doi: 10.1007/s00335-024-10098-5. Epub 2024 Dec 30. PMID: 39738582.
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Alternatywna rola ligazy PafA oraz jej znaczenie dla rozwoju
i fizjologii Streptomyces venezuelae

Jan Czachorowski', dr hab. Marcin Szafran'

' Zaktad Mikrobiologii Molekularnej, Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego,
Fryderyka Joliot-Curie 14a, 50-300 Wroctaw, Polska

adres e-mail osoby prezentujgcej: jan.czachorowski.m @ gmail.com

Streptomyces to glebowe bakterie z grupy promieniowcow, odpowiedzial-
ne za produkcje wielu metabolitow wtornych, w tym antybiotykow. Wsrdd
promieniowcoéw wystepuje unikatowa, ograniczona wylacznie do tej gru-
py, modyfikacja potranslacyjna biatek (PTM) zwana pupylacja. Znaczenie
pupylacji w komorce jest analogiczne do eukariotycznej ubikwitynacji
i w gldwnej mierze wigze si¢ z kierowaniem docelowych bialek do degra-
dacji w proteasomie poprzez kowalencyjne przytaczenie do nich biatka
Pup. Ligaza PafA jest kluczowym enzymem tego procesu i odpowiada za
wytworzenie potaczenia migdzy Pup a docelowym biatkiem [1].

Delecja genu pafA w Streptomyces venezuelae powoduje zaburzenia roz-
woju, takie jak powstawanie zarodnikéw pozbawionych nukleoidu oraz
spadek odpornosci na stres. Co istotne, zaobserwowane zaburzenia nie
wystepuja w przypadku delecji pozostatych biatek systemu pupylacji [2].
Sugeruje to istnienie alternatywnej funkcji PafA, niezwiazanej z jej ak-
tywnoscia ligazy. Funkcje te badano w niniejszej pracy z wykorzysta-
niem bakteryjnego systemu dwuhybrydowego. Wykazano brak interakcji
PafA z wybranymi biatkami, a jednocze$nie przeszukano biblioteke ge-
nomowa S. venezuelae, co ujawnilo trzech potencjalnych partneréw biat-
kowych PafA, ktoérzy moga wyjasnia¢ jej alternatywna role w komorce
oraz obserwowany fenotyp.

Referencje

1. Pearce, M.; Mintseris, J. Ubiquitin-like protein involved in the proteasome pathway of
Mycobacterium tuberculosis. Science, 2008, 322, 1104-1107.

2. Szafran, M.; i in. Nieopublikowana praca.
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Pochodne triazyny jako dualne inhibitory S-HT /FAAH
o potencjalnym dzialaniu przeciwko chorobie Alzheimera
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Choroba Alzheimera (AD) to wyniszczajace schorzenie neurologiczne
dotykajace okoto 50 milionéw ludzi na catym $wiecie, charakteryzujace
si¢ przede wszystkim degradacja synaps oraz postepujacym pogorsze-
niem funkcji poznawczych. Ze wzgledu na zlozong, wieloczynnikowa
etiologie AD, projektowanie ligandéw wielocelowych (MTDLs) stato si¢
obiecujaca strategia terapeutyczng w walce z tg skomplikowana patolo-
gig. W ramach niniejszych badan zaprojektowano i zsyntezowano trzy
nowe pochodne 1,3,5-triazyny — KC-32, MG-3 i PPK-30 — jako poten-
cjalne dualne ligandy receptora serotoninowego 5-HT, (5-HT R) oraz en-
zymu hydrolazy amidow kwasow thuszczowych (FAAH).

L0 OO0

F NH, NH2

MG-3  R':H,R2 diMe; X: S

KC-32
PPK-30 R': H, R2: diMe; X: Se

Rysunek 1. Struktury badanych zwiazkow
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W ramach oceny biologicznej wyznaczono powinowactwo badanych
pochodnych do receptora 5-HT, oraz ich aktywno$¢ hamujgcg wobec
FAAH. Badania uzupetniono o testy funkcjonalne i oceng neuroprotekcji
na linii HT-22. Zwigzki te wykazaly znaczacy potencjal neuroprotekcyj-
ny w modelach toksycznosci wywotanej f-amyloidem i glutaminianem.

Badania zostaty czesciowo sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (grant UMO-
-2022/45/N/NZ7/01850 oraz UMO-2023/51/B/NZ7/02177) oraz Studenckie Koto Naukowe
Chemii Medycznej dziatajgce przy Katedrze Technologii Chemicznej i Biotechnologii Lekow
UJ CM.

Wplyw zwiazku CP-101,606 na ekspresj¢ oraz aktywnos$¢
enzymow cytochromu P450 w hodowli 2D i 3D ludzkich
komorek watroby

Przemystaw Jan Danek’, Wtadystawa Anna Daniel'

1 Zaktad Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekéw, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk, ul. Smetna 12, 31-343 Krakow, Polska

adres e-mail osoby prezentujacej: danek @if-pan.krakow.pl

Wstep: Ludzkie komorki watroby (hepatocyty) sa uwazane za zloty
standard w badaniach metabolizmu i toksycznos$ci lekow. Hepatocyty za-
wierajg wiekszo$¢ enzymow niezbednych do metabolizmu lekow, w tym
cytochromy P450 (CYP). Ostatnie badania wykazaty, ze hodowle hepa-
tocytow w modelu 3D (sferoidy) utrzymywaty zywotno$¢ i funkcje wa-
troby na poziomie fizjologicznym przez co najmniej 5 tygodni, bez zmian
aktywnosci enzyméw CYP podczas dlugotrwatej kultury. Hepatocyty
w modelu 3D zachowuja profil metaboliczny $wiezo wyizolowanych
hepatocytow, co czyni je odpowiednimi do badan in vitro dlugotermi-
nowego metabolizmu czy toksycznosci. Zwiazek CP-101,606 jest selek-
tywnym antagonistg podjednostki GluN2B receptora NMDA i moze by¢
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wykorzystywany w leczeniu zaburzen depresyjnych. Nasze wczesniejsze
badania wykazaly jego wptyw na enzymy CYP w watrobie szczura.
Materialy i Metody: Eksperymenty przeprowadzono in vitro przy uzy-
ciu ludzkiej linii komoérkowej HepaRG. Sferoidy (3D) lub komoérki (2D)
traktowano réznymi st¢zeniami CP-101,606 (0,05-200 uM) przez okres
7 dni, oceniajac cytotoksycznos$¢ za pomoca testow CCK-8, MTT i Cell-
Titer-Glo® 3D. Nastepnie zwigzek CP-101,606 dodano do medium ho-
dowlanego w stezeniach terapeutycznych: 0,1, 0,3 1 1 pM. Aktywnos$¢ en-
zymow CYP oznaczono w medium hodowlanym przy uzyciu specyficz-
nych reakcji. Stezenia substratow i ich metabolitow w medium hodow-
lanym mierzono za pomoca HPLC z detekcja UV lub fluoroscencyjna.
Ekspresje genow CYP (poziomy mRNA) okreslono metoda qRT-PCR.
Wiyniki: Najwyzsze badane st¢zenia, znacznie przekraczajgce poziomy
terapeutyczne (200 uM), okazaty si¢ toksyczne dla hodowli 2D i 3D.
Stosowane stgzenia terapeutyczne nie byly cytotoksyczne dla komorek
watroby. 7 dniowa ekspozycja na zwigzek CP-101,606 skutkowata ob-
nizeniem aktywnosci enzymu CYP2D6 dla wszystkich badanych st¢zen,
zardbwno w modelu 2D, jak i 3D. Stezenie 0,3 uM zwigkszyto aktywnos¢
enzymu CYP2C9 w hodowli 3D. Wszystkie badane stezenia terapeutycz-
ne CP-101,606 zwigkszaty ekspresje genu CYPIA2 w modelu 2D, a naj-
wyzsze stosowane stezenia terapeutyczne obnizaty ekspresje enzymu
CYP2D6 w obu modelach. Natomiast najwyzsze stezenie terapeutyczne
badanego zwiazku zwigkszyto ekspresj¢ genu CYP344 w modelu 3D.
Zastosowane specyficzne induktory enzymatyczne zwigkszaty ekspresje
1 aktywnos$¢ odpowiednich enzymow CYP.

Dyskusja: Otrzymane wyniki wskazuja, ze model hodowli 3D jest bar-
dziej czuly na zmiany aktywnos$ci enzymow CYP, a wyniki aktywnosci
sg wyzsze niz w modelu 2D. W watrobie obserwuje si¢ hamujace dzia-
fanie CP-101,606 na aktywnos¢ CYP2D6 w obu modelach. Poniewaz
CYP2D6 jest zaangazowany w metabolizm wielu substancji neuroaktyw-
nych, mozna zatozy¢, ze CP-101,606 oprocz dziatania farmakologiczne-
g0, moze réwniez spowolni¢ metabolizm jednocze$nie podawanych sub-
stratow i prowadzi¢ do interakcji farmakokinetycznych migdzy lekami.

Podziekowania: Projekt wspétfinansowany z projektu OPUS 26 nr 2023/51/B/NZ4/01847 z Na-
rodowego Centrum Nauki (Krakéw, Polska) oraz ze $rodkéw statutowych Instytutu Farmakolo-
gii im J. Maja Polskiej Akademii Nauk (Krakéw, Polska).
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Wplyw naturalnych zwiazkéw bioaktywnych
na ruchliwos¢ larw Danio rerio
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% Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, Katedra i Zaktad Farmakologii,
Rokietnicka 3, 60-806 Poznan

adres e-mail osoby prezentujacej: katarzyna.dominiak @student.ump.edu.pl

Naturalne zwiagzki bioaktywne, takie jak honokiol, magnolol, cyjanidyna,
fisetyna, nobiletyna i tangeretyna, ciesza si¢ coraz wigkszym zaintereso-
waniem ze wzgledu na dzialanie przeciwzapalne, antyoksydacyjne i prze-
ciwutleniajace. Dodatkowo coraz wiecej badan wskazuje, ze niektore
z tych substancji moga aktywowac jadrowy receptor FXR, ktory odgry-
wa kluczowa role w regulacji metabolizmu lipidow i ochronie watroby.
Tym samym w konteks$cie chordb watroby zwiazanych z zywieniem po-
zajelitowym, modulowanie aktywno$ci FXR moze stanowi¢ obiecujace
podejscie terapeutyczne. Celem niniejszego badania byta ocena wptywu
zwigzkow na aktywnos¢ ruchowg larw Danio rerio.

Dla kazdego zwigzku przygotowano po trzy stezenia roztworow (500,
100 i 10 pg/l), jednoczesnie nie przekraczajac maksymalnego stezenia
DMSO wynoszacego 0,5%. Larwy byly eksponowane na dziatanie roz-
tworéw przez 48 godzin (3dpf - 5dpf), a ich aktywno$¢ mierzono na
podstawie odlegtosci przebytej w warunkach jasnych i ciemnych. Ocena
ruchliwo$ci organizmow umozliwita okreslenie aktywnos$ci neurobeha-
wioralnej i wptywu zwigzku na organizm.

Cyjanidyna znacznie zmniejszata ruchliwos¢ larw we wszystkich steze-
niach (10-500 pg/l; p < 0,01), co wskazato dziatanie uspokajajace. Fise-
tina wywolywala dziatanie uspokajajace w stezeniu 500 pg/l (p =0,012),
natomiast dzialanie obserwowane w stezeniu 100 pg/l byto podobne, ale
nie osiggneto istotnos$ci statystycznej. Honokiol i magnolol wywotywa-
ly gtéwnie dziatanie uspokajajace przy stezeniu 500 pg/l (p = 0,0025
i p = 0,0023). Nobiletyna umiarkowanie zmniejszata ruchliwo$¢ przy
stezeniu 500 ug/l (p = 0,037), natomiast tangeretyna silnie zmniejszala
ruchliwos$¢ we wszystkich stezeniach (p < 0,001).
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Wryniki badania sugeruja, ze wybrane zwigzki moga modulowac¢ aktyw-
no$¢ ruchowg larw Danio rerio w sposob zalezny od st¢zenia. Dlatego tez
moga one potencjalnie wptywac¢ na funkcjonowanie uktadu nerwowego
1 by¢ stosowane jako naturalne modulatory neuroaktywnosci.

Podzigkowania: Autorzy pragng podzigkowaé pani Emilii Cichej (Zwierzetarnia, Uniwersytet
Medyczny w Poznaniu) za udostepnienie sprzetu badawczego i larw Danio rerio, co przyczyni-
fo sie do pomysInego zakonczenia badania.

Finansowanie: Praca zostata sfinansowana z grantu OPUS nr 2022/45/B/NZ7/01056 Narodo-
wego Centrum Nauki.

Ligand-specific modulation of S-HT1A-5-HT2B
receptor dimerization revealed by FRET analysis
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Paulina Pabian?, Joanna Solich?, Ryszard Bugno®, Marta Dziedzicka-
Wasylewska'?, Agata Faron-Goérecka?
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Klasyczne substancje psychodeliczne, w tym psylocyna, wywieraja swo-
je gtowne efekty poprzez aktywacje receptora serotoninowego 5-HT2A,
ktory odgrywa kluczowa role w modulacji percepcji, nastroju oraz po-
tencjatu terapeutycznego tych zwigzkoéw. Niemniej coraz wigcej danych
wskazuje, ze efekty tych substancji moga by¢ takze modulowane poprzez
ich interakcje z innymi receptorami serotoninergicznymi, ktoérych zna-
czenie pozostaje w duzej mierze niepoznane.
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Do tej grupy nalezg receptory 5-HT1A oraz 5-HT2B, do ktérych psy-
locyna wykazuje odpowiednio umiarkowane (63nM) i wysokie powi-
nowactwo (4.7nM) [1]. Wykazano, ze receptory serotoninowe 5-HT1A
1 5-HT2B moga tworzy¢ heterodimery oraz wspoéliklastrowaé w blonie
komoérkowej neuronéw serotoninergicznych, a ich wspotobecnos¢ mo-
duluje pobudliwo$¢ neurondéw poprzez regulacje kanatow potasowych
zaleznych od Ca?*'[2]. Wyniki te wskazujg, ze interakcje pomiedzy tymi
receptorami stanowig istotny poziom regulacji funkcji neuronow seroto-
ninergicznych. Niewiele jednak wiadomo na temat wptywu poszczegodl-
nych ligandow serotoninergicznych na dynamike tych interakcji oraz ich
organizacje.

W tym konteks$cie zanalizowalismy w komoérkach HEK293 zalezne od
obecnosci ligandow 1 zmienne w czasie interakcje wspdtekspresujacych
receptoréw znakowanych fluorescencyjnie. Do oceny bliskosci recepto-
row zastosowano techniki Forsterowskiego Rezonansowego Transferu
Energii (FRET), w tym pomiary oparte na fotowybielaniu akceptora oraz
mikroskopii FLIM, natomiast wptyw aktywacji receptoréw na sygnali-
zacje wewnatrzkomorkowa oceniano z wykorzystaniem techniki HTRF.
Stymulacja selektywnymi agonistami indukowata wyrazne, specyficzne
dla ligandéw zmiany wydajnosci FRET, wskazujace na zrdéznicowang
modulacje dynamiki oddziatywania receptoréw. Podczas gdy selektywni
agonisci receptoréw S-HT1A oraz 5-HT2B prowadzili do obnizenia efek-
tywnosci FRET, psylocyna utrzymywata podwyzszony poziom blisko-
$ci receptorow, co moze sugerowac jej wptyw na stabilizacje kompleksu
5-HT1A-5-HT2B.

Badania zostaty sfinansowane z grantu OPUS NCN UMO-2024/53/B/NZ7/00671 (Kierownik:
Agata Faron-Gérecka) oraz z dziatalnoSci statutowej Zaktadu Farmakologii IF PAN w Krakowie.

Czeé¢ badan zostata wykonana w oparciu z wykorzystaniem infrastruktury CEPHARES IF PAN
wspétfinansowanej przez Unie Europejska — Europejski Fundusz Rozwoju Regionalnego w ra-
mach Dziatania 4.2 Programu Operacyjnego Inteligentny Rozwoj 2014-2020.

Referencje

1. www.guidetopharmacology.org

2. Benhadda A,; Delhaye C,; Moutkine I,; Marques X,; Russeau M,; Le Magueresse C,;
Roumier A,; Lévi S,; Maroteaux L. 5-HT1A and 5-HT2B receptor interaction and co-
-clustering regulate serotonergic neuron excitability. iScience. 2023, 26(8),107401.
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Nowy agonista, zwigzek MDS5S moduluje dystrybucje receptora
FPR2 w komoérkach mikrogleju: badania
w modelu immunoaktywacji

Jakub Frydrych', Alicja Majewska', Ewa Trojan', Agnieszka Basta-Kaim'

1 Zaktad Neuroendokrynologii Do$wiadczalnej, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja, Polska
Akademia Nauk, ul. Smetna 12, 31-343 Krakow, Polska

Mikroglej jest gtowng populacjg komorek odpornosciowych osrodkowe-
go uktadu nerwowego i odgrywa kluczowa role w regulacji odpowie-
dzi zapalnej poprzez dynamiczng adaptacj¢ fenotypowa do sygnatow
srodowiskowych. Przewlektly proces zapalny w moézgu stanowi istotny
czynnik progresji chorob neurodegeneracyjnych. W mechanizmach ter-
minacji procesu zapalnego duze znaczenie odgrywa sprzezony z biat-
kiem G, receptor formylowych peptydow 2 (FPR2). Jego rola homeosta-
tyczna wynika z mozliwo$ci mediowania sygnatéw pro-zapalnych, jak
i pro-wyciszajacych w zaleznos$ci od specyfiki wigzania liganda (ago-
nisty) i nastgpczej aktywacji roznych wewnatrzkomorkowych szlakow
sygnatowych [1, 2]. Ekspresja FPR2 zostata opisana w wielu typach ko-
morek odpornosciowych, w tym mikrogleju [1]

Celem niniejszego badania byta ocena wptywu przedtuzonej, 24-godzin-
nej stymulacji lipopolisacharydem (LPS) oraz modulacji odpowiedzi im-
munologicznej tych komorek przez nowy, syntetyczny mocznikopochod-
ny ligand — zwigzek MD5 na dystrybucje receptora FPR2 w pierwotnych
komorkach mikrogleju. Hodowle pierwotne zaktadano z 1-2-dniowych
oseskow myszy C57BL/6J. Do analizy subkomorkowej lokalizacji FPR2
zastosowano konfokalng immunofluorescencj¢. Receptor FPR2 oraz mar-
ker mikrogleju Iba-1 barwiono przy uzyciu znakowanych przeciwciat,
cytoszkielet aktynowy (F-aktyna) wizualizowano za pomocg fluorescen-
cyjnej faloidyny, a jadra komérkowe znakowano barwnikiem Hoechst.
Analiza ilo$ciowa obrazow fluorescencyjnych (system Opera Harmony)
wykazata, ze stymulacja LPS prowadzi do silnej translokacji FPR2 do
jadra, natomiast kostymulacja LPS z MDS5, powoduje jednocze$nie zna-
czacy spadek sygnatu cytoplazmatycznego i wzmozona lokalizacje FPR2
zarowno w jadrze, jak i na btonie komorkowe;j.
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Nasze wyniki wskazuja, ze lokalizacja receptora FPR2 podlega dyna-
micznej regulacji w mikrogleju w odpowiedzi na przediuzong aktywacje
zapalng oraz modulacj¢ ,,pro-wyciszajaca” przez zastosowany zwigzek.
Sugerujemy, ze zmiany w dystrybucji receptora FPR2 moga stanowi¢
istotny mechanizm kontrolujacy fenotyp mikrogleju oraz potencjalny
punkt uchwytu dla strategii terapeutycznych ukierunkowanych na ograni-
czanie przewlektego procesu zapalnego.

Referencje
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Wirtualny skrining biblioteki zwigzkow w poszukiwaniu
potencjalnej polifarmakologii, obejmujacej
TAARI1, SERT, MAO-B

Milena Dobrowolska', Zbigniew Gajda'2, Kamil Kuder'

' Uniwersytet Jagiellonski — Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra Technologii
Chemicznej i Biotechnologii Lekow, ul. Medyczna 9, 30-688 Krakéw, Polska

2 Uniwersytet Jagielloniski — Collegium Medicum, Szkota Doktorska Nauk Medycznych i Nauk
0 Zdrowiu, ul. Sw. tazarza 16, 31-530 Krakdw, Polska

adres e-mail osoby prezentujgcej: zbigniew.gajda@doctoral.uj.edu.pl

Polifarmakologia osrodkowego uktadu nerwowego stanowi obiecuja-
ce podejscie terapeutyczne w leczeniu chorob neurodegeneracyjnych
wspoltowarzyszacych z zaburzeniami nastroju, m.in. chorobg Parkinso-
na ze wspolistniejaca depresja. Jednoczesna modulacja kilku uktadéw
monoaminergicznych moze prowadzi¢ do poprawy zarowno objawow
motorycznych, jak i niemotorycznych [1]. Receptor zwigzany z aminami
sladowymi 1 (TAARL1), transporter serotoniny (SERT) oraz monoamino-
oksydaza B (MAO-B) naleza do celow biatkowych istotnych w regula-
¢ji neuroprzekaznictwa dopaminergicznego 1 serotoninergicznego, a ich
skojarzona modulacja moze stanowi¢ obiecujaca strategi¢ terapeutyczng
[2-3].

W niniejszej pracy przeprowadziliSmy wirtualny skrining biblioteki
zwigzkow opracowanych w Katedrze Technologii Chemicznej i Biotech-
nologii Lekow UJCM, w celu identyfikacji ligandow o potencjalnym, wie-
locelowym profilu aktywno$ci wobec TAAR1, SERT i MAO-B. Badania
wykonalismy z wykorzystaniem metod dokowania molekularnego oraz
symulacji dynamiki molekularnej, co pozwolito na wytypowanie zwigz-
kow o obliczonym, korzystnym profilu oddziatywan z wybranymi celami
molekularnymi. Uzyskane wyniki stanowig punkt wyjscia do modyfikacji
strukturalnych i dalszych badan eksperymentalnych w kontekscie choroby
Parkinsona ze wspotistniejagcymi objawami depresyjnymi.

Badania czesciowo finansowane ze $rodkéw statutowych Uniwersytetu Jagiellonskiego Colle-
gium Medicum — N42/DBS/000385. Prace wykonano w ramach SKN ,Metody Komputerowe
w poszukiwaniu substancji leczniczych”.
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Pierwsza kolekcja inhibitorow mitochondrialnej
kinazy adenylanowej 4 (AK4) zidentyfikowana metoda P-16
wysokoprzepustowego screeningu zwigzkow naturalnych
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Ludzka kinaza adenylanowa 4 (AK4) jest zlokalizowana w macierzy mi-
tochondrialnej i pelni funkcje¢ biatka odpowiedzi na stres, kluczowego
dla przezycia i proliferacji komoérek. Nalezy do rodziny fosfotransferaz
1 — ze wzgledu na dhugo$¢ domeny LID — klasyfikowana jest jako ki-
naza adenylanowa typu dlugiego. AK4 odgrywa istotna rolg w regulacji
apoptozy, funkcji mitochondriow oraz opornosci na leki przeciwnowo-
tworowe. Enzym ten promuje przeprogramowanie metabolizmu energe-
tycznego poprzez przesunigcie szlakow w kierunku glikolizy, indukujac
przejscie epitelialno-mezenchymalne, co sprzyja transformacji nowotwo-
rowej i przerzutowaniu [1]. W ostatnich latach AK4 zyskata znaczenie
jako nowy marker diagnostyczny i prognostyczny oraz potencjalny cel
terapeutyczny, szczegolnie w raku ptuca. Dane literaturowe wskazuja
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na istotng nadekspresje AK4 w gruczolakoraku pluca w porowna-
niu z tkankg prawidlowa, przy czym jej podwyzszony poziom koreluje
z bardziej zaawansowanym stadium choroby oraz niekorzystnym
rokowaniem. Wyciszenie ekspresji AK4 ogranicza potencjat inwazyj-
ny linii komorkowych raka ptuca, co potwierdzono réwniez w mysim
modelu ksenograftu [2]. Pomimo rosngcego zainteresowania biologiczng
funkcjg AK4, w literaturze opisano dotychczas jedynie znikomg liczbg
inhibitorow kinaz adenylanowych. Co istotne, najsilniejsze z nich — po-
lifosforany dinukleotydow, np. diadenozyno-pentafosforan (Ap,A), nie
hamujg izoenzymow typu dhugiego, w tym AK4. W odpowiedzi na brak
skutecznych modulatorow farmakologicznych, po raz pierwszy przepro-
wadzilismy wysokoprzepustowy screening (HTS) biblioteki zwigzkow
naturalnych wobec AK4. Badania wykonano z wykorzystaniem zopty-
malizowanego przez nas testu luminescencyjnego, ktory charakteryzuje
si¢ wysoka czuloscig i powtarzalnoscia, co czyni go odpowiednim do
analiz o wysokiej przepustowosci. W wyniku screeningu, zidentyfikowa-
lismy szereg zwigzkow hamujacych z r6zng wydajnoscia aktywnos$¢ AK4
przy stezeniu 50 uM, a wybrane zwigzki poddalismy walidacji metoda
HPLC w celu potwierdzenia efektu hamowania enzymatycznego. Osta-
tecznie wyloniono 34 zwiazki o potwierdzonej aktywnosci hamujacej
AK4. Zwiazki te stanowiag obiecujace rusztowania strukturalne do dal-
szych modyfikacji chemicznych, ukierunkowanych na opracowanie se-
lektywnych inhibitorow AK4 o zwigkszonym potencjale terapeutycznym.
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Wplyw produktu uzyskanego na bazie MSC o nazwie
ABX-0707 na pierwotng wspothodowle neuronow
korowych z komérkami glejowymi w szczurzym modelu
asfiksji neonatalnej in vitro
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Problem asfiksji neonatalnej dotyka milionéw noworodkéw rocznie.
Mimo wielu badan, jedyna dostepng terapig jest hipotermia terapeutycz-
na, ktéra obarczona jest skutkami ubocznymi i nie moze by¢ stosowana
kazdorazowo. U dzieci, ktore do§wiadczyty niedotlenienia-niedokrwienia
dochodzi do uszkodzenia mézgu, co prowadzi do niepelnosprawnosci,
aw wielu przypadkach do $mierci. Ze wzgledu na rosnace potrzeby znale-
zienia terapii neuronaprawczej, w niniejszych badaniach wyprowadzono
model wspothodowli pierwotnych neurondéw korowych z komoérkami gle-
jowymi pochodzacymi z mdzgow oseskow stada Wistar. Poniewaz ko-
morki tworzace tkanke nerwowa mozgu sg wspotzalezne, postanowiono
przeprowadzi¢ symulacje warunkow in vivo poprzez stworzenie modelu
wspo6lhodowli neuronow z progenitorami komorek oligodendrocytarnych
(OPCs), ktore wspieraja funkcjonowanie neuronow, odpowiedzialne sg
za ich mielinizacjg, a takze naleza do komorek niezwykle wrazliwych na
uraz hipoksyjno-i chemiczny. Czgs$¢ komorek tworzacych wspolhodowle
hodowano w warunkach kontrolnych (5% O,, 5% CO,), natomiast pozo-
state poddawano procedurze niedoboru tlenu i glukozy (OGD), co imituje
niedotlenienie w warunkach in vitro. Po OGD do wspoéthodowli dodawa-
no produkt uzyskany na bazie MSC o nazwie ABX-0707 w roznych ste-
zeniach. Nastepnie, po uptywie 24h zbierano pozywki aby sprawdzi¢ czy
badany produkt jest cytotoksyczny oraz dodawano barwnik Sytox, aby
oceni¢ przezywalnos¢ komorek. Ze wstepnych ustalen wynika, ze produkt
ABX-0707 nie jest cytotoksyczny dla wspothodowli neurondéw z komor-
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kami glejowymi, a w grupie po OGD dziala protekcyjnie z zauwazalnym
efektem dawkozaleznym. Ze wzgledu na pozytywne wyniki wstgpne,
w przysztosci zostang przeprowadzone badania nad wptywem produktu
ABX-0707 na sekretom komoérkowy, a w konsekwencji na oddziatywania
mi¢dzykomorkowe, z wykorzystaniem testow ELISA oraz Luminex.

Badania finansowane przez Agencje Badan Medycznych w ramach Krajowego Planu Odbudowy.

Badanie zgodnosci predykcji interakceji miedzylekowych:
poréwnanie frakcji metabolizowanych (f ) wyznaczonych
w ludzkich hepatocytach i w rekombinowanych izoformach
cytochromu P450

Dawid Gogola'23, Sanja Novak Ratajczak®, Ewelina Gabor-Worwa?, Anna Kowal-
Chwast?, Gniewomir Latacz?, Krzysztof Brzézka®, Kamil Kus?
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0 Zdrowiu, ul. tazarza 16, 31-530 Krakow, Polska

2 Katedra Technologii Chemicznej i Biotechnologii Lekow, Uniwersytet Jagiellonski Collegium
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Frakcja metabolizowana (f ) przez poszczegolne izoformy cytochromu
P450 (CYP) stanowi kluczowy parametr w ilo§ciowej ocenie ryzyka in-
terakcji lek—lek (DDI), poniewaz wprost warunkuje przewidywang zmia-
ne ekspozycji lekow bedacych ofiarg interakcji wyrazang jako zmiana
catkowitej ekspozycji AUC (AUCR). W pracy zestawiono dwie strate-
gie in vitro wyznaczania f _ dla gtéwnych izoform CYP (1A2, 2B6, 2C8,
2C9, 2C19, 2D6, 3A4 oraz 3A5): podejscie oparte na fenotypowaniu re-
akcji metabolicznych w ludzkich hepatocytach oraz z uzyciem rekombi-
nowanych enzymow CYP (rCYP). Otrzymane wartosci f wykorzysta-
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no nastepnie jako dane wejsciowe do mechanistycznego modelowania
statycznego w celu oszacowania AUCR w wybranych scenariuszach
DDI, zgodnie z podej$ciem rekomendowanym przez Mig¢dzynarodowa
Rade Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktow
Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ICH) do translacji danych in vitro
na predykcje kliniczng interakcji 9 par lek-lek [1]. Wyniki modelowania
porownano z wartosciami AUCR raportowanymi w badaniach klinicz-
nych DDI. Wykazano wigksza doktadno$¢ predykcji przy zastosowaniu
f wyznaczonych w hepatocytach niz w przypadku fenotypowania za
pomoca rCYP. Obserwacje te pozostaja spojne z doniesieniami wskazu-
jacymi na wyzsza trafno$¢ odwzorowania ekspozycji in vivo przy esty-
macji f w hepatocytach w poréwnaniu z uktadami rekombinowanymi
[2]. Uzyskane rezultaty sugeruja, ze hepatocyty in vitro stanowig bardziej
wiarygodng podstawe do wyznaczania f na potrzeby predykcji klinicz-
nie istotnych DDI, wspierajac oceng¢ bezpieczenstwa farmakoterapii oraz
decyzje dotyczace dawkowania w badaniach klinicznych.

Referencje
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Ligaza E3 Von Hippel-Lindau jako cel molekularny — badania
strukturalne i biochemiczne z uzyciem jego ligandéw
oraz sond PROTAC
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Postepy w terapiach celowanych znaczaco zmienity wspodtczesng onko-
logi¢. Jedng z przetomowych osiagni¢¢ w tej dziedzinie sg sondy PRO-
TAC (Proteolysis-Targeting Chimeras), czyli chimery ukierunkowane
na proteolize, stanowiace nowa klase czasteczek zaprojektowanych do
indukowania selektywnej degradacji biatek onkogennych [1]. PROTAC
to zwiazki bifunkcyjne, sktadajace si¢ z dwoch czasteczek, ktore wigza
si¢ odpowiednio do jednego z dwoch ligandow — jednego skierowanego
przeciwko biatku docelowemu, a drugiego przeciwko ligazie E3, pota-
czonych elastycznym tacznikiem. Rekrutacja ligazy E3 prowadzi do ubi-
kwitynacji, a nastepnie degradacji docelowego biatka przez proteasom.
Jedna z ligaz E3 jest biatko von Hippel-Lindau (VHL), ktére w komplek-
sie z Elonging B 1 Elonging C, jest obecnie przedmiotem badan przedkli-
nicznych pod katem jej potencjatu terapeutycznego.

W naszych badaniach udato si¢ uzyskac¢ prawidlowo sfaldowany i sta-
bilny kompleks VHL-Elongina B-Elongina C (VBC), co potwierdzo-
no za pomoca metod nano-réznicowej fluorescencyjnej spektroskopii
skaningowej (nano-Differential Scanning Fluorimetry, nanoDSF) oraz
dynamicznego rozpraszania swiatta (Dynamic Light Scattering, DLS).
Nastepnie zastosowalismy mikroskalowa termoforeze (MicroScale Ther-
mophoresis, MST) w celu scharakteryzowania interakcji wigzania pomig-
dzy VBC a panelem ligandow matoczasteczkowych. Analizie poddano
znany ligand VHO032 oraz PROTAC XY028-133, zaprojektowany do ce-
lowania w kinazy zalezne od cykliny 4 i 6 (CDK4/6), bedacymi kluczo-
wymi regulatorami cyklu komorkowego. Ocenili$my réwniez tworzenie
sie i stabilno$¢ kompleksow obejmujacych VBC, PROTAC i CDK4/6.
Aby uzyska¢ wglad w strukture tych dwusktadnikowych interakcji oraz
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rozpoczeliSmy proby ko-krystalizacji z wybranymi zwigzkami (badania
w toku).

Uzyskane wyniki stanowia podstawe do lepszego zrozumienia mecha-
nizméw oddziatywania zwigzkéw matoczasteczkowych oraz sond PRO-
TAC z kompleksem VBC. Wiedza ta moze si¢ przyczyni¢ do rozwoju
racjonalnych strategii projektowania i optymalizacji chimer PROTAC,
zwlaszcza w obszarze 1acznika, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
opracowania bardziej efektywnych terapii przeciwnowotworowych.

Podziekowania
Badania wykonano w ramach projektu OPUS 22, finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki, nr UMO-2021/43/B/NZ7/03170.
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Wplyw N-metylowanych fragmentow insuliny na hamowanie
agregacji rdzeni amyloidogennych beta-amyloidu (Ap)
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Choroby neurodegeneracyjne stanowiag powazne wyzwanie zdrowotne,
szczegblnie w przypadku starzejacych si¢ spoteczenstw. W 2021 roku
choroby neurodegeneracyjne dotkngly 3,4 miliarda os6b na $wiecie
(43,1% populacji globalnej) 1 byly przyczyng 11,1 miliona zgonow,
a prognozy wskazuja na dalszy wzrost tej liczby do 2050 roku. Do naj-
czestszych jednostek chorobowych naleza choroba Alzheimera, Parkin-
sona oraz stwardnienie zanikowe boczne (ALS), ktorych wspdlng cechg
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jest patologiczna agregacja biatek i powstawanie struktur amyloidowych
w osrodkowym uktadzie nerwowym [1].

Podstawa molekularng tych schor zen jest nieprawidtowe fatdowanie
biatek prowadzace do tworzenia nierozpuszczalnych zlogdéw o strukturze
B-kartki, charakterystycznychdlaamyloidozichorébkonformacyjnych[2].
W Instytucie Chemii Organicznej Politechniki 1.6dzkiej podjgto badania
nad wykorzystaniem peptydowych (N-metylowane fragmenty insuliny)
inhibitorow agregacji insuliny w celu oceny ich potencjalnej aktywnosci
anty-agregacyjnej wzgledem biatek odpowiedzialnych za rozwoj chorob
neurodegeneracyjnych. Przyjeto, ze inhibitory agregacji insuliny moga
réowniez oddziatywa¢ na 1-42 B-amyloid, a-synukleing oraz dysmutaze
ponadtlenkowa (SOD1) [3,4], gdyZz mechanizm tworzenia zlogow amy-
loidowych jest identyczny i nie zalezy od struktury agregujacego bialka.
Wykazano wczesniej, ze N-metylowane analogi rdzeni amyloidogennych
insuliny (A13-19 LYQLENY oraz B12-17 VEALYL) skutecznie hamuja
agregacje hormonu [5].

W ramach przeprowadzonych badan zsyntetyzowano pi¢¢ analogoéw frag-
mentow insuliny: “VEA(N-Me)LYL", “VEAL(N-Me)YL", *VEA(N-
-Me)LY(N-Me)L", 2VEALY(N-Me)L"7 oraz "*VEA(N-Me)L(N-Me)
YL metoda syntezy na fazie stalej z uzyciem triazynowych reagentow
kondensujacych [6]. Czysto$¢ i struktur¢ otrzymanych zwigzkdéw po-
twierdzono metodg LC-MS, natomiast ich zdolno$¢ hamowania agregacji
rdzeni amyloidogennych 1-42 B-amyloidu oceniono z wykorzystaniem
testow z czerwienig Kongo, tioflawing T oraz technik mikroskopowych.

Podziekowania: Badania zrealizowano w ramach programu E2TOP Politechniki todzkiej.
Wsparcie finansowe dla Patrycji Grabarczyk.
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Gdy chemia podaza za biologia: poszukiwania nowych
degraderow IKKf kontrolujacych stan zapalny
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Powigzanie konkretnego biatka z rozwojem choroby i modulacja jego
aktywno$ci nie zawsze przekltadajg si¢ na sukces terapeutyczny. Przy-
ktadem takiego biatka jest kinaza IKKf — kluczowy enzym odpowie-
dzialny za aktywacj¢ kanonicznego szlaku NF-kB. Dotychczasowe pro-
by opracowania matoczasteczkowych inhibitorow IKKf} nie zakonczyty
si¢ sukcesem klinicznym, glownie ze wzgledu na wspodltowarzyszace
dziatania niepozadane [1]. Celowana degradacja biatek jest nowoczes-
ng strategia farmakologiczna oparta na selektywnym usuwaniu biatek
z wykorzystaniem systemu ubikwityna-proteasom. Obiecujaca klasg de-
graderow sa PROTACs (PRoteolysis TArgeting Chimeras), czyli hete-
robifunkcyjne czasteczki taczace ligand biatka docelowego z ligandem
ligazy E3 poprzez linker. PROTACs dziataja w mechanizmie katalitycz-
nym, w ktorym krotkotrwate wiagzanie z biatkiem docelowym umozli-
wia utworzenie kompleksu trojsktadnikowego z ligaza E3, prowadzac
do ubikwitynacji i degradacji biatka. W odréznieniu od klasycznych in-

Rysunek 1. Schemat mechanizmu dziatania PROTACs
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hibitoréw, ktorych skuteczno$§¢ wymaga trwatego zajecia miejsca wig-
zacego biatka, mechanizm dziatania PROTACs umozliwia stosowanie
nizszych stezen zwigzku, ograniczajac ryzyko toksycznosci [2]. Prezen-
towane badania dotyczg syntezy oraz oceny aktywnosci biologicznej no-
wych PROTACS, ukierunkowanych na kinaz¢ IKKp zaprojektowanych
w oparciu o strukture literaturowego inhibitora IKK}.

Referencije

1. Zhang, J.; et al. IkB kinase B (IKKB): Structure, transduction mechanism, biological
function, and discovery of its inhibitors. Int. J. Biol. Sci. 2023, 19(13), 4181-4203.

2. Békés, M.; et al. PROTAC targeted protein degraders: the past is prologue, Nat. Rev.
Drug Discov., 2022, 21, 181-200.

Badania zostaty sfinansowane ze $rodkow grantu NCN: OPUS 24+LAP/Weave 2022/47/I/
NZ7/03324.

Celowana analiza metabolomiczna zwigzkow
nukleozydowych: walidacja potencjalnych biomarkeréw
nowotworow ukladu moczowo-plciowego
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Zwiazki nukleozydowe stanowia produkty przemian zachodzacych w ob-
rgbie RNA i DNA. Formy zmodyfikowane (gléwnie poprzez metylacje)
nie mogg by¢ wykorzystywane do syntezy nowych czasteczek i sg wyda-
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lane z moczem w stanie niezmienionym. Aby potwierdzi¢ ich potencjat
jako markerow zwigkszonego tempa przemian RNA i DNA, charakte-
rystycznego dla wielu choréb nowotworowych, przeprowadzono bada-
nia wstepne obejmujace zaréwno niecelowana, jak i celowang analize
metabolomiczng w wybranych punktach czasowych [1,2]. Wyniki badan
pozwolity na potwierdzenie, iz podwyzszone poziomy modyfikowanych
zwigzkéw nukleozydowych w moczu roéznicujg probki pobrane przed re-
sekcja guza pecherza moczowego od probek pobranych dwa tygodnie po
resekcji 1 maja potencjat wskaznikow diagnostycznych.

Niniejsze badanie polegato na analizie celowanej (ilosciowej) panelu
11 nukleozydow deoksynukleozydow w celu zweryfikowania ich przydat-
nosci jako biomarkeréw nowotworéow uktadu moczowo-ptciowego. Ana-
lizy przeprowadzono na probkach moczu pobranych od pacjentow z pe-
cherza moczowego (n=90), pacjentow z rakiem prostaty (n=105) i zdro-
wych ochotnikow (n=171, grupa kontrolna). Uzyskane w wyniku analiz
LC-QgQ/MS zbiory danych znormalizowano w oparciu o ci¢zar wlasciwy
moczu, a nastgpnie poddano analizie statystycznej. Najwigkszy potencjat
dyskryminacyjny badanych zwigzkow zaobserwowano w grupie pacjen-
tow z nowotworem pecherza moczowego — stezenia 9 z 11 zwigzkow bytly
podwyzszone (p<0,05) w odniesieniu do grupy kontrolne;.

Finansowanie

Agencja Badan Medycznych: Krajowy Plan Odbudowy i Zwigkszania Odpornosci (KPO),
Komponent D Efektywno$¢, dostepno$¢ i jako$¢ systemu ochrony zdrowia (projekt nr 2024/
ABM/03/KPO/KPOD.07.07-IW.07-0075/24-00).
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cer patients: results of preliminary studies on time series metabolomics analysis,
Cancers, 2022, 14, art. ID 1210.

2. Artymowicz, Matgorzata; et al.; Targeted quantitative metabolomics with a linear
mixed-efect model for analysis of urinary nucleosides and deoxynucleosides from
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Cytokompatybilno$¢ nanoczastek magnetycznych
w komoérkach SH-SYSY: wplyw czasu ekspozycji
i roznicowania na zywotnos¢ i cytotoksycznos$¢
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Gerardo F. Goya?, Wojciech Kuban'
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Wprowadzenie: Nanoczastki magnetyczne sg coraz czesciej rozwazane
jako narzedzia do zastosowan neurobiomedycznych, m.in. w podejsSciach
opartych o oddzialywanie magnetomechaniczne oraz chemoenzymatycz-
ne. W takich zastosowaniach kluczowe jest bezpieczenstwo, poniewaz
komorki neuronalne sg wrazliwe na zaburzenia metabolizmu, stres oksy-
dacyjny oraz uszkodzenia blon. Zanim przejdzie si¢ do bardziej ztozonych
modeli, konieczna jest wigc ocena cytokompatybilno$ci w warunkach
obejmujacych roézny czas ekspozycji i rézny fenotyp komorek. Celem
pracy bylto poréwnanie cytokompatybilno$ci i profilu cytotoksycznosci
trzech formulacji nanoczastek magnetycznych oraz wskazanie wariantu
o najkorzystniejszym profilu do dalszych badan. Analizowano nanoczast-
ki heksaferrytu baru BaFei.O1: B2Pa (bez powloki) oraz B2Pa@PEG
(powlekane PEG; poly(ethylene glycol) bis(3-aminopropyl)), a takze na-
noczastki ferrytynu manganowego MnFe.O4 (M35).

Metody: Badania wykonano na komoérkach SH-SYS5Y w dwoch warian-
tach: niezr6znicowanym oraz po réznicowaniu do fenotypu neuronalno-
-podobnego, aby uwzgledni¢ mozliwe roznice we wrazliwos$ci komorek.
Komorki inkubowano z nanoczastkami B2Pa, B2Pa@PEG i M35 w za-
kresie 0-250 pg/mL przez 24, 48 i 96 h. Cytokompatybilno$¢ oceniano
dwoma testami: CCK-8 (zywotnos¢/aktywno$¢ metaboliczna) oraz LDH
(uszkodzenie btony komodrkowej jako wskaznik cytotoksycznosci). Wy-
niki przedstawiano jako warto$ci wzgledem kontroli wptywu rodzaju na-
noczastek, dawki, czasu i fenotypu komoérkowego.
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Wyniki: B2Pa@PEG utrzymywaty wysoka zywotno$¢ (~95-110%) i ni-
ski sygnat LDH (wzrost gtéwnie przy najwyzszych dawkach). B2Pa byt
dobrze tolerowane po 24-48 h, natomiast po 96 h w komoérkach niezréz-
nicowanych CCK-8 spadal do ~60-70% (250 pg/mL) z réwnoczesnym
wzrostem LDH do ~20-25%. M35 wykazywaty najsilniejsze, fenotypo-
wo-zalezne efekty: w komorkach niezréznicowanych CCK-8 obnizat si¢
po 96 h do ~10-15% (250 pg/mL) bez wzrostu LDH, natomiast w komor-
kach zr6éznicowanych obserwowano wyrazny wzrost LDH juz po 24 h
(do ~130-140% przy 250 pg/mL) przy umiarkowanym spadku CCK-8
(~65-85%).

Whnioski: PEGylacja heksaferrytu baru poprawia cytokompatybilno$¢,
a B2Pa@PEG jest najbardziej obiecujacym wariantem do dalszych ba-
dan. M35 daje najsilniejsze i zalezne od fenotypu efekty, zwtaszcza w ko-
morkach zréznicowanych. Dlatego dla M35 potrzebne sa dodatkowe te-
sty 1 dobranie bezpiecznego zakresu stezen.

Badania sfinansowane ze $rodkoéw grantu M-ERA.NET 3 Call 2023 (NCN), nr 2023/05/Y/
NZ5/00256.

PharmGsScore - continuous scoring
of pharmacogenetic variation

Jacek Hajto', Mafgorzata Borczyk', Marcin Piechota’, Sylwia Grubarek!, Paula
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' Laboratory of Pharmacogenomics, Department of Molecular Neuropharmacology, Maj Institute of
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Background: Pharmacogenomics (PGx) is shifting toward a more
personalized approach, addressing the individuality of each person.
While traditional star allele nomenclature is clinically useful, it fails to
capture the cumulative impact of rare, novel, or complex variants, leaving
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drug response variability largely unexplained. We hypothesized that
PharmGScore, a novel continuous gene-specific functional scoring tool,
would outperform categorical classifications in predicting adverse drug
reactions (ADRs) and safe dosing requirements.

Materials and Methods: We first validated our ensemble predictor,
PharmGScore, against known star alleles (n=541) and deep-mutational
scanning datasets (n=1,381) for CYP2C19 protein abundance. Subsequently,
we extended the analysis to the full UK Biobank European cohort (~350,000
participants). We extracted clinical phenotypes from primary care and
hospital records, including maintenance dosage (defined as a stable daily
dose >90 days), therapy switching (a proxy for non-response/intolerance),
and specific ADRs such as dizziness and giddiness (R42) or orthostatic
hypotension (195.1) linked to a prescribed drug. We performed gene-based
association testing using REGENIE to handle population structure and
imbalance in rare ADR phenotypes. Finally, we applied CI-GWAS (Causal
Inference for Multiple Risk Factors) to disentangle direct pharmacogenetic
effects from pleiotropic confounders (e.g., BMI, comorbidities).

Results: In baseline evaluations, PharmGScore achieved an AUC of
0.85 for classifying known star alleles and an AUC of 0.95 for in vitro
CYP2C19 abundance, outperforming all other tools (CADD, SIFT, etc.).
In the initial UK Biobank analysis (n=200k), higher PharmGScore values
were associated with elevated antidepressant ADR risk (OR 1.24, 95% CI
1.05-1.47), surpassing star allele-based predictions. Preliminary analyses
in the expanded European cohort confirm these trends.

Conclusions: PharmGScore effectively quantifies the functional impact
of variants across both experimental assays and clinical sequencing data.
While traditional star alleles remain essential for clinical guidelines,
continuous functional scoring offers a powerful complementary approach
for identifying association signals in large-scale cohorts. Integrating
continuous scoring with large genome-wide association models, such
as REGENIE, enhances the resolution of pharmacogenomic studies.
However, further prospective validation is required to translate these
population-level associations into individual clinical decision support.
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Wplyw modyfikacji pierscienia pirazolu w pochodnych
1,3,5-triazyny na dualng modulacj¢ S-HT R i RIPK1 -
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Od ponad 20 lat receptor serotoninowy 5-HT, (5-HTR) jest popularnym
celem bialkowym w poszukiwaniu leku przeciw chorobie Alzheimera
(AD). Przemawia za tym jego unikalna lokalizacja - niemal wylacznie
zawezona do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), z wysoka dys-
trybucja w obszarach moézgu odpowiedzialnych za procesy kognitywne,
w szczegolnosci w hipokampie i korze przedczotowej. Obiecujace dla
terapii AD wyniki badan przedklinicznych z wykorzystaniem ligandow
5-HT R, jak dotad jednak nie przetozyly si¢ na efektywnos¢ u pacjentow
i zaden sposrod 17 antagonistow 5-HT R w testach klinicznych, nie prze-
szedt pomyslnie III fazy, tym samym dowodzac, ze selektywna modu-
lacja 5-HT R moze by¢ niewystarczajgca w terapii tej ztozonej choroby
neurodegeneracyjnej. Stad obecne poszukiwania skoncentrowane sa na
podejsciach polifarmakologicznych, ktore oprocz doraznej poprawy sa-
mopoczucia i funkcji poznawczych pacjenta, rOwnoczesnie przeciwdzia-
fatyby neurodegeneracji. W mysl tego, nasze najnowsze badania skupiajg
si¢ na poszukiwaniu dualnych modulatoréw: 5-HT R oraz biatka RIPK1,
ktore stanowi najwazniejszg kinaze szlaku nekroptozy — $mierci komor-
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kowej powigzanej z procesami neurodegeneracyjnymi. Interesujagcym
podejsciem w tych badaniach okazato si¢ wprowadzenie uktadu pirazo-
lu do struktur uprzednio znalezionych 1,3,5-triazynowych selektywnych
antagonistow 5-HT R.

Celem niniejszych badan byla ocena wplywu topologii, podstawienia
i typu linkera pierScienia pirazolu przytgczonego do pierscienia triazyny
na dualng modulacj¢ 5-HT R/RIPK1. Badania objely trzy rozne Sciezki
syntetyczne zwigzkow z anelowanym badz alkilo-podstawionym ukta-
dem pirazolu, oceng powinowactwa do 5-HT R i inhibicji RIPK1 w te-
stach in vitro oraz wspomagang komputerowo analize¢ zaleznosci struk-
tura-aktywnos¢. Wyniki wykazaty najlepsze wtasciwosci dualnego in-
hibitora 5-HT _R/RIPK1 dla pochodnej z ugrupowaniem metylopirazolu
(KCH-1), podczas gdy uktad anelowanego pirazolu warunkowat selek-
tywng aktywnos$¢ inhibitora RIPK 1. Zwigzek KCH-1 zostal wytypowany
jako struktura wiodaca do szerszych modyfikacji chemicznych.

Badania zostaly czesciowo sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (grant UMO-
-2023/51/B/NZ7/02177).

80



Streszczenia posteréw

Pochodne triazyny w poszukiwaniu podwojnych modulatoréw
nekroptozy/kinazy RIPKI1 i receptora serotoninowego S-HT
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Choroba Alzheimera (AD) stanowi obecnie powazny problem cywili-
zacyjny, na ktory wcigz brakuje skutecznej terapii. Ostatnie doniesie-
nia wskazujg na relatywnie nowe cele biologiczne, ktore biorg udziat
w patogenezie tej choroby. Nekroptoza okazata si¢ istotnym czynnikiem
powodujacym utrate neuronéw w AD. Wobec tego obiecujacym celem
molekularnym wydaje si¢ by¢ kinaza RIPK 1, bedaca kluczowym media-
torem szlaku nekroptozy [1]. Wéréd modulatorow tego procesu mozna
zidentyfikowac zwiazki o chemotypie podobnym do triazyny, takie jak
silny inhibitor RIPK1 — tozasertib [2]. Innym istotnym celem jest re-
ceptor serotoninowy 5-HT, (5-HT R), ktérego zar6wno antagonisci, jak
i agoni$ci wykazali pozytywny wplyw na zaburzenia pamigci w bada-
niach in vivo [3].

Celem niniejszego badania byto znalezienie pochodnych triazyny posia-
dajacych podstawnik B-naftolowy, bedacych podwdjnymi modulatorami
RIPK1 i 5-HTR. Zwiazki uzyskano w syntezach typu one-pot. Zbada-
no ich powinowactwo do 5-HT R oraz % hamowania RIPK1 w stgzeniu
10 uM. Przeprowadzono dokowanie molekularne, aby przeanalizowac
interakcje badanych struktur z obydwoma celami biatkowymi. Otrzyma-
no zwigzki hamujace RIPK1 powyzej 50% oraz wykazujace nanomolar-
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ne powinowactwo do 5-HTR. Struktury tego typu wydaja si¢ by¢ obie-
cujace do dalszych badan i rozwoju w kierunku terapii AD.

Badania sg czescig projektu NCN OPUS UMO-2023/51/B/NZ7/02177 (K/NCN/000379) wspie-
ranego przez Narodowe Centrum Nauki.
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Wielkie zbiory danych z selekcji bibliotek znakowanych DNA
(DEL) - potencjal i ograniczenia w uczeniu maszynowym

Adam Hogendorf
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Wiele wspotczesnych metod obliczeniowych stosowanych do przewidy-
wania wigzania matych czasteczek z celami biologicznymi opiera si¢ na
modelach o ztozonej architekturze.! Czesto wynika to nie tyle z natury sa-
mego problemu, co z ograniczen dostepu do danych treningowych. Zbio-
ry danych wykorzystywane w badaniach nad matymi czasteczkami maja
zazwyczaj niewielki rozmiar i sg niespojne, poniewaz pochodza z r6znych
laboratoriow 1 byly generowane w odmiennych uktadach eksperymental-
nych, przy uzyciu roznych technik. W konsekwencji ich przydatnos$¢ do
trenowania modeli uczenia maszynowego jest istotnie ograniczona.
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Biblioteki znakowane DNA (DEL) stanowig jako$ciowo inne podejscie,
pozwalajac na rownolegle badanie miliardow czgsteczek w ramach po-
jedynczych eksperymentow, tzw. selekcji opartych na powinowactwie,
przy jednoczesnym znacznym obnizeniu kosztow w stosunku do ,,trady-
cyjnych” metod. Dane generowane w ten sposob powstaja w jednolitych
warunkach i obejmujg duze, spojne fragmenty przestrzeni chemiczne;.
Mimo niewatpliwie ogromnych zalet zbiorow danych z selekcji DEL,
ich wykorzystanie nadal stanowi wyzwanie. Wynika to m.in. z faktu, ze
obserwowane tzw. wzbogacenia (ang. enrichments) nie przekladaja si¢
wprost na state wigzania do celéw biologicznych. Ponadto dane z DEL
zawieraja duzy odsetek wynikow fatszywie negatywnych.

Analiza danych z selekcji biblioteki ukierunkowanej na miejsca wigzace
NAD", na enzymach z rodziny polimeraz poli-(ADP-rybozy),* oraz re-
synteza duzego zbioru ,,hitow” i ich pochodnych pozwolita na pierwsza,
systematyczng analiz¢ wplywu linkera na czgsto§¢ wynikow fatszywie
negatywnych, oraz ich wptywu na skuteczno$¢ uczenia maszynowego.’
W pracy przeanalizowano rowniez rézne metody balansowania danych
klasyfikacyjnych na przyktadzie danych z selekcji na PARP2.
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Anna Bielawska?, Monika Wujec®
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Rak piersi pozostaje najczestszym nowotworem ztosliwym wsrdd kobiet
na $wiecie, a ograniczona selektywno$¢ i narastajgca oporno$¢ na obec-
ne terapie wymuszaja poszukiwanie nowych zwigzkow terapeutycznych'.
Aromataza, kluczowy enzym w szlaku biosyntezy estrogenow, jest uzna-
nym celem molekularnym w leczeniu hormonozaleznych nowotworow?.
W niniejszym badaniu zaprojektowano i zsyntetyzowano dziesi¢¢ no-
wych, potencjalnych niesteroidowych inhibitorow aromatazy — pochod-
nych 1,3,4-tiadiazolu zawierajacych w strukturze dwa monopodstawione
pierscienie aromatyczne. Istotnym elementem strukturalnym byta obec-
no$¢ ugrupowania para-metoksyfenylowego lub orto-metoksyfenylowe-
go w pozycji 5 uktadu 1,3,4-tiadiazolu. Cytotoksycznos¢ otrzymanych
zwigzkoéw oceniono na dwoch liniach komoérkowych raka piersi: MCF-7
(estrogenozalezna) oraz MDA-MB-231 (estrogenoniezalezna). Wszystkie
testowane zwigzki wykazaly zalezng od stezenia aktywno$¢ cytotoksycz-
ng wobec komorek MCF-7, przy czym najsilniejsze dziatanie zaobserwo-
wano dla zwigzku SJIT97 (IC50 = 0.89 uM). Co istotne, zwigzek ten od-
znaczal si¢ niskg toksycznoscig wobec prawidtowych ludzkich komorek
w warunkach in vitro. Zaden z badanych zwigzkéw nie wykazal istotnej
aktywnosci wobec komorek estrogenoniezaleznych MDA-MB-231, co
sugeruje ich selektywnos$¢ wobec estrogenozaleznych komadrek nowotwo-
rowych. Uzyskane wyniki sugerujg mechanizm dziatania zwigzany z in-
hibicjg aromatazy i wskazuja, ze metoksyfenylopodstawione pochodne
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1,3,4-tiadiazolu stanowia obiecujacy szkielet do projektowania nowych,
selektywnych i mniej toksycznych inhibitorow aromatazy.

Referencje

(1) Sung, H.; Ferlay, J.; Siegel, R. L.; Laversanne, M.; Soerjomataram, |.; Jemal, A.;
Bray, F. Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mor-
tality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J. Clin. 2021, 71 (3),
209-249. hitps://doi.org/10.3322/caac.21660.

(2) Janowska, S.; Holota, S.; Lesyk, R.; Wujec, M. Aromatase Inhibitors as a Promising
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Selektywnos¢ funkcjonalna i aktywnoS$¢ biologiczna
pochodnych 1,3,5-triazyny jako modulatorow receptora
histaminowego H, w zwierz¢cych modelach stanéw zapalnych
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Receptory histaminowe H, (H,R) odgrywaja kluczowg rol¢ w modula-
cji odpowiedzi immunologicznej, szczegdlnie w procesach zapalnych
i rekrutacji komodrek uktadu odpornosciowego [1]. W niniejszej pracy
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zbadano seri¢ pochodnych 1,3,5-triazyny wykazujgcych silne powinowa-
ctwo do H,R, potwierdzone wartosciami K. w zakresie nanomolarnym.
Zwigzki te wykazuja r6zng aktywno$¢ wewnetrzng w szlakach sygnato-
wych zaleznych od biatek G oraz B-arestyny, przy czym obserwowana
selektywnos$¢ funkcjonalna zalezy od schematu podstawienia pierscienia
tiofenowego potaczonego z rdzeniem triazynowym. Podstawienie grupa
metylowa, atomem chloru lub bromu w pozycji 3 pier§cienia tiofenowe-
go skutkujg wlasciwosciami agonistycznymi w szlaku B-arestynowym,
natomiast podstawienia w pozycjach 4 lub 5 prowadza do antagonizmu
B-arestynowego. Badania in vivo w modelu astmy wykazaly istotne
zmniejszenie stanu zapalnego drog oddechowych dla trzech wybranych
izomerdéw pozycyjnych, co potwierdza potencjat terapeutyczny opraco-
wanych potaczen. Jednoczesdnie, rézna aktywnos$¢ wewnetrzna w szlaku
B-arestynowym nie koreluje bezposrednio ze skutecznoscia in vivo, co
sugeruje udziat dodatkowych mechanizmow w obserwowanych efektach
przeciwzapalnych. Uzyskane wyniki dostarczajg nowych informacji na
temat ztozonej relacji pomiedzy selektywnoscia funkcjonalna, a efektami
terapeutycznymi w chorobach zapalnych.

Badania zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu Sonata 16
(2021/43/D/INZ7/02190).

Referencije
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macology, 2015, 6 1-11.
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Zmiany profilu lipidowego wybranych struktur moézgu
myszy C57Bl/6J, w odpowiedzi na chroniczne leczenie SSRI -
w analizie FTIR
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Wprowadzenie: Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoni-
ny (SSRI) sa powszechnie stosowanymi lekami przeciwdepresyjnymi
[1]. Jednak ich wplyw na sktad lipidowy mdzgu nie zostat dotad w pelni
poznany. W niniejszym badaniu oceniono wplyw chronicznego podawa-
nia fluoksetyny (10 mg/kg i.p., 28 dni) lub escitalopramu (2 mg/kg i.p.,
28 dni) na profil biochemiczny wybranych struktur mézgu myszy szcze-
pu C57Bl1/6], ze szczegdlnym uwzglednieniem zmian lipidowych.
Materialy i metody: Bezposrednio po ostatniej iniekcji badanych zwigz-
kow, zwierzeta poddano dekapitacji, a struktury mézgowe pobrano zgod-
nie z koordynatami Paxinos i Franklin, 2001 [2]. Do analizy hipokampa
oraz kory czotowej zastosowano spektroskopi¢ w podczerwieni z trans-
formacja Fouriera (FTIR) w potgczeniu z analiza gléownych sktadowych
(PCA).

Wyniki: We wszystkich badanych strukturach wykazano obecno$¢ pasm
FTIR charakterystycznych dla lipidow, fosfolipidow, biatek oraz weglo-
wodanow. Zmiany zwigzane z leczeniem byly najbardziej widoczne w li-
pidowych pasmach drgan rozciggajacych CH2 i CHs (2800-3000 cm™),
ktore odzwierciedlajg zawarto$¢ 1 organizacje tancuchéw lipidowych.
W hipokampie oba leki z grupy SSRI powodowaly spadek absorban-
cji zwigzanej z lipidami, przy czym escitalopram wywotywat silniejsze
efekty. Dodatkowe przesunigcia pasm przypisywanych drganiom grup fo-
sforanowych fosfolipidow, drganiom rozciggajacym estrowym C=O oraz
pasmom lipidéw nienasyconych sugerujg istotng przebudowe estrow lipi-
dowych oraz zmiany w dynamice bton komérkowych. W korze czolowej

y e oqe e
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po podaniu escitalopramu. Przesuniecia pasm amidowych wskazujg roéw-
niez na wspotwystepujace zmiany w strukturze drugorzedowej biatek.
Whioski: Przewlekle leczenie SSRI indukuje swoiste dla regionu zmia-
ny biochemiczne w mézgu myszy, ktore dotycza gtdéwnie sktadu lipido-
wego oraz jego organizacji strukturalnej. Roznice pomigdzy fluoksety-
ng a escitalopramem wskazuja na odmienne molekularne mechanizmy
dziatania tych lekow w tkance mozgowej. Dodatkowo, uzyskane wyni-
ki potwierdzaja przydatnos¢ spektroskopii FTIR w potaczeniu z anali-
z3 wielowymiarowa do wykrywania subtelnych, zaleznych od struktury
zmian neurochemicznych, zwigzanych z dtugotrwatg ekspozycja na leki
przeciwdepresyjne.

Referencje
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2. Paxinos, G.; Franklin, K. B. J. The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates. (2nd ed).
San Diego: Academic Press Eds. 2001, 2001.

88



Streszczenia posteréw

Odkrycie kowalencyjnych inhibitoréw oddzialywania
PD-L1/PD-1
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Oddziatywanie migdzy receptorem programowanej Smierci, PD-1, a jego
ligandem, PD-L1, stanowi gtéwny cel terapeutyczny w immunoterapii
nowotworow [1]. W praktyce klinicznej oddziatywanie to jest hamowa-
ne przez zastosowanie przeciwciat anty-PD-1 i anty-PD-L1. Terapie te
prowadza do dtugotrwalych remisji jedynie u okoto 10-30% pacjentow,
podkreslajac koniecznos$¢ poszukiwania nowych metod terapeutycznych.
Alternatywnym podej$ciem jest zastosowanie matoczasteczkowych in-
hibitoréw oddziatywania PD-L1/PD-1. Opisane do tej pory matocza-
steczkowe zwiazki celujace w PD-L1 wykazuja wytacznie odwracalny
charakter wigzania, co zmniejsza ich skutecznosc¢ terapeutyczng. W tym
kontek$cie racjonalne jest zaprojektowanie kowalencyjnych inhibito-
row oddziatywania PD-L1/PD-1. W niniejszej pracy odkryto pierwsze
w klasie kowalencyjne inhibitory indukujgce niecodwracalng dimeryzacje
PD-L1 hamujac w ten sposob jego oddziatywanie z PD-1. Najaktywniej-
szy zwigzek, CLIP-2 (ang. Cross-Linking Inhibitor of PD-L1) wiaze si¢
z PD-L1 przez utworzenie wigzania kowalencyjnego z resztami tyrozy-
ny 123A i B, co potwierdzono z zastosowaniem krystalografii rentge-
nowskiej (Rysunek 1). Co wigcej, zwigzek ten wykazuje zatozony me-
chanizm rowniez w uktadach komoérkowych, wykazujac lepszy profil
cytotoksyczny niz jego odwracalny prekursor. Podsumowujac, CLIP-2
stanowi zwigzek wiodacy w opracowaniu nowej klasy kowalencyjnych
inhibitoréw celujacych w PD-L1.
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a_ PD-L14 PD-L1g

Rysunek 1. Inhibicja PD-L1 indukowana nieodwracalng dimeryzacja przez zwia-
zek CLIP-2; a) ogdlna struktura krystaliczna dimeru, b) mapa gesto-

Sci elektronowej pokazujaca chemiczng modyfikacje reszt tyrozyny
123A1B

Referencje
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Molekularne efekty dzialania psylocybiny w korze
przedczolowej - analiza proteomiczna w komorkach
neuronalnych i nieneuronalnych
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Wstep

Psylocybina zyskata znaczng uwage jako nowy lek przeciwdepresyjny,
szczegolnie ze wzgledu na swoja skuteczno$¢ w leczeniu depresji le-
koopornej. Powszechnie uznaje si¢, ze psylocybina oddzialuje przede
wszystkim na kor¢ przedczotowa, jednak mechanizmy lezgce u podstaw
jej dzialania nie sg jeszcze poznane. Celem niniejszego badania byto
okreslenie poziomdéw ekspresji biatek po podaniu psylocybiny i scharak-
teryzowanie molekularnych $ciezek zwiazanych z jej podaniem.
Materialy i metody

W badaniu wykorzystano dwa szczepy szczurow: Wistar Kyoto (WKY,
zwierzecy model depresji lekoopornej) oraz Wistar Han (WIS, grupa kon-
trolna). Psylocybing podano jednokrotnie w dawce 0,3 mg/kg, a analizg
proteomiczng wykonano po 7 dniach od podania leku. Poziom biatek
oznaczono za pomocg spektrometrii mas oddzielnie dla populacji komo-
rek neuronalnych i nieneuronalnych, ktore wyizolowano z kory przedczo-
lowej metoda sortowania komodrek aktywowanego fluorescencja (FACS).
Wyniki przeanalizowano statystycznie z zastosowaniem dwuczynnikowej
analizy wariancji (ANOVA) w celu oceny efektu szczepu i podania leku.
Wyniki

Oznaczenia proteomiczne pozwolity na scharakteryzowanie puli bia-
fek charakterystycznych dla komoérek neuronalnych i nieneuronalnych.
Stwierdzono zalezne od szczepu réznice w ekspresji biatek w obu ba-
danych populacjach komorek, przy czym wigcej réznic zaobserwowano
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w komorkach nieneuronalnych. Podanie psylocybiny wptywato na eks-
presje¢ biatek zaangazowanych glownie w szlaki metaboliczne oraz pro-
cesy przetwarzania RNA.

Whioski

Uzyskane wyniki wskazujg na istotne roéznice molekularne w ekspresji
bialek pomiedzy szczepami szczurow WKY i WIS, widoczne zarowno
w warunkach bazalnych, jak i po podaniu psylocybiny.

Finansowanie

Badanie zostafo sfinansowane z grantu wewnetrznego Intramural ,Exploring molecular correla-
tes of psilocybin action in the animal model of treatment-resistant depression” oraz ze $rodkéw
dziatalnoéci statutowej Zaktadu Farmakologii.

Hybrydowe podloza stale o wysokiej pojemnosci do syntezy
dhugich oligonukleotydow stosowanych
w terapiach kwasami nukleinowymi

Oskar Kotacki', Stanistaw Trzcinski!, Krzysztof Waligorski?, Katarzyna Kolet?,
Jolanta Brzezinska', Marcin Chmielewski
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Wydajnos¢ podtozy statych stanowi kluczowe ograniczenie w syntezie ul-
tradtugich oligonukleotydéw metoda syntezy na podtozu statym, gdzie po-
jemnos¢ zatadunku, efektywnos¢ syntezy oraz koncowa czystos¢ produk-
tu staja si¢ coraz bardziej krytyczne w przypadku bardzo dtugich sekwen-
cji DNA i RNA (n > 150). W niniejszej pracy przedstawiamy hybrydowe
podloze state ztozone z nieorganicznego nosnika krzemionkowego (szkto
o kontrolowanej porowatosci, CPG 2000) funkcjonalizowanego warstwa
polikationowa, zaprojektowane w celu przezwyci¢zenia ograniczen po-
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jemnosci i czystosci charakterystycznych dla materiatow komercyjnych.
Opracowane hybrydowe podloza charakteryzuja si¢ wyzsza gestoscia op-
tyczng produktu gtownego w poréwnaniu ze standardowymi podtozami
komercyjnymi (~31 vs ~29) oraz osiagaja efektywno$¢ syntezy na pozio-
mie okoto 83%, wobec ~75% dla podtozy komercyjnych w poréwnywal-
nych warunkach. Co istotne, materiat hybrydowy zachowuje pojemnos¢
zatadunku (40,83 pmol g™') poréwnywalng z niskoporowatym CPG 1000
(39,5 umol g'), pomimo zmniejszonej nieorganicznej powierzchni wilas-
ciwej, co wskazuje na bardziej efektywne wykorzystanie dostepnej po-
wierzchni w trakcie syntezy.

Zaprezentowany material moze by¢ bezposrednio wdrozony na standar-
dowych platformach syntezy na podtozu statym, umozliwiajac wysoko-
czysta, wysokoprzepustowg i skalowalng produkcj¢ oligonukleotydow.
Zdolnos¢ do niezawodnej syntezy dtugich oligonukleotydéow wspiera za-
awansowane technologie, w tym procesy sktadania genow, terapie DNA/
RNA, dtugie sondy hybrydyzacyjne oraz programowalne nanostruktury
kwasow nukleinowych.

Warianty utraty funkcji w nowych farmakogenach sa
powiazane z fenotypami skutecznosci leczenia depresji:
analiza ~75.000 pacjentow z UK Biobanku

Paula Konowalska', Sylwia Grubarek', Pawel Pienkowski', Jacek Hajto’,
Bartosz Baszkiewicz', Dzesika Hoinkis', Marcin Piechota', Michal Korostynski':
Malgorzata Borczyk'

! Pracownia Farmakogenomiki, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk,
Krakow, Polska

Wykorzystujac dane z sekwencjonowania catego genomu (WES) oraz
powigzang z nimi elektroniczng dokumentacj¢ medycznag (EHR) z UK
Biobanku, przeanalizowali§my dane ~75.000 osob, ktore kiedykolwiek
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mialy przypisane przez lekarza leki przeciwdepresyjne. Warianty LoF
o wysokiej wiarygodnosci zidentyfikowano za pomocg narzgdzi LOF-
TEE oraz VEP. Na podstawie recept z EHR opracowano indywidualne
profile terapeutyczne, z ktoérych wyodrebniono ilosciowe parametry sku-
tecznosci leczenia: maksymalng dawke leku, czas trwania najdtuzszego
ciaglego cyklu leczenia oraz liczbg poszczegdlnych okreséw leczenia.
Zwiazek miedzy skumulowanym obcigzeniem wariantami LoF (gene-le-
vel LoF burden score) dla 9906 gendéw a powyzszymi parametrami zba-
dano za pomocg regresji liniowej z uwzglednieniem wspoélzmiennych.
Zidentyfikowalismy 198 genow istotnie powigzanych z fenotypami
skutecznosci leczenia. Wérod nich stwierdzono silng nadreprezentacje
gendw zaangazowanych w procesy ADME (wchtanianie, dystrybucje,
metabolizm 1 wydalanie substancji). Analiza wzbogacenia szlakow wy-
kazata istotny udzial uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS)
(np. CREB3L2, CALML4, CAMK2G, CAMKG) oraz szlaku glukuroni-
dacji (np. UGDH, UGTI1A49, UGT2B7, UGTI1A6).

Wryniki te wskazuja, ze warianty LoF w konkretnych genach zwigzanych
z ukladem RAAS, glukuronidacjg 1 innymi procesami ADME wptywa-
ja na skuteczno$¢ lekow przeciwdepresyjnych, odkrywajac potencjalne
mechanizmy genetyczne lekooporno$ci i réznorodnosci odpowiedzi na
leczenie. PrzedstawiliSmy zestaw nowych farmakogenow o bezposred-
nim znaczeniu funkcjonalnym dla metabolizmu lekéw. Praca ta dostarcza
dowody dla psychiatrii precyzyjnej i wskazuje konkretne cele dla przy-
sztych testow farmakogenomicznych.
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Czas przebywania antagonistow receptora 5-HT,, :
nowe dane z badan nad pochodnymi ritanseryny
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W ostatniej dekadzie obserwuje si¢ wyrazny wzrost zainteresowania za-
gadnieniem czasu przebywania ligandu w kieszeni wigzacej receptora
(ang. residence time, RT). Parametr ten jest postulowany jako potencjal-
nie lepszy predyktor aktywnosci wewnetrznej (ang. efficacy) kompleksu
ligand-receptor niz klasyczne miary powinowactwa (ang. affinity)."* Do-
tychczas jednak badania tego zjawiska stosunkowo rzadko obejmowaty
receptory sprzezone z biatkami G (GPCR).

Celem naszych badan bylo systematyczne zbadanie tego zagadnienia
poprzez uzyskanie biblioteki zwigzkow o zblizonym powinowactwie do
receptora 5-HT,,, lecz zréznicowanym czasie przebywania w miejscu
wigzacym. Jako strukture wyjsciowa wybraliSmy ritanseryn¢ — dobrze
scharakteryzowanego antagoniste 5-HT,, i zsyntetyzowalismy biblioteke
jej pochodnych. Dla wszystkich zwigzkow przeprowadzili$my badania
in vitro, ktore potwierdzity dlugi RT dla ritanseryny (68 + 0.96 min) oraz
pozwolity zidentyfikowaé zaré6wno analogi o jeszcze dluzszym RT (do
123 £ 11 min), jak i zwigzki o znaczaco krotszym RT (8.5 £+ 5.5 min).
Uzupehiajaco wykonalismy klasyczne, jak i bardziej zaawansowane
symulacje komputerowe, ktore umozliwity scharakteryzowanie $ciezek
1 mechanizmow dysocjacji ligandéw z receptora 5-HT,,. Analizy te wy-
kazaty udziat stabilizacji pozy jak i zachowania ligandow w tzw. drugiej
kieszeni wigzacej (ang. secondary binding pocket) w procesie dysocjacji.

Badania realizowane w ramach grantu OPUS nr 2023/49/B/NZ7/03340 finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki.
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Blokowanie to przeszlos¢, degradacja to przyszlos¢:
P-36 nowy kierunek (r)ewolucji w projektowaniu lekow celujgcych
w COX-2
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Wstep: Cyklooksygenaza-2 (COX-2) ulega podwyzszonej ekspresji
w stanach zapalnych oraz w r6znych typach nowotworéw. Niesteroido-
we leki przeciwzapalne (NLPZ) hamuja jej aktywnos$¢ enzymatyczna,
lecz pozostawiajg nienaruszone pozakatalityczne funkcje proonkogenne.
Technologia chimer ukierunkowanych na proteolize (PROTAC) oferuje
zmiang tego klasycznego paradygmatu farmakologii poprzez indukowa-
nie proteasomalnej degradacji COX-2, co pozwala na przezwyci¢zenie
ograniczen klasycznej inhibicji [1].

Cele: Glownym zadaniem badawczym jest opracowanie biblioteki PRO-
TAC zdolnych do degradacji COX-2, opartych na ré6znych NLPZ, wyko-
rzystujacych zoptymalizowane linkery i ligandy rekrutujace E3 ligazy,
w tym nowe pochodne dihydrouracylu (DHU) jako ligandy cereblonu
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(CRBN), a nastgpnie ocena wplywu degradacji COX-2 na procesy pro-
onkogenne.

Metody: Badanie obejmuje projektowanie in silico (dokowanie i dyna-
mika molekularna), synteze organiczng z petng charakterystyka struk-
turalna, ocene fizykochemiczna, analizg biofizyczng trdjsktadnikowych
kompleksow oraz oceng biologiczng: cytotoksycznosc, analiza degrada-
cji COX-1/COX-2 (ELISA) oraz RT-qPCR poziomu ekspresji cytokin
prozapalnych.

Wiyniki: Do tej pory otrzymano 18 zwigzkéw PROTAC oraz 8 ligandow
DHU. Wstepne badania biologiczne pozwolily na zidentyfikowanie czg-
steczki KK-POM-69 — opartej na ibuprofenie i pomalidomidzie z 12-we-
glowym linkerem alkilowym — jako PROTAC degradujacego istotnie sta-
tystycznie (p<0.05) COX-2 na poziomie 25%.

Whioski i perspektywy: Badanie potwierdza koncepcj¢ degradacji
COX-2 zaleznej od CRBN, jednak obecna skutecznos¢ degradacyjna wy-
maga optymalizacji. Wyniki sugeruja, ze cho¢ dhugie tancuchy alkilowe
skutecznie nasladujg naturalny substrat — kwas arachidonowy — w miej-
scu wigzania z COX-2, to ich znaczna hydrofobowo$¢ 1 niska rozpusz-
czalno$¢ ograniczajg potencjat degradacyjny. Dalsze prace obejma mody-
fikacje linkeréw 1 wdrozenie hydrofilowych ligandow DHU, co stanowi¢
bedzie fundament dla rozwoju nowej klasy lekéw celujacych w COX-2.

KK-POM-69

g
'

MODELOWANIE SYNTEZA PROTAC | DHU ALIZA ANALIZA BIOFIZYCZNA BADANIA IN VITRO PROTAC NOWEJ GENERACJI
INSILICO FIZVKOCHEMICINA

Ryc. 1. Schemat planu badari

Finansowanie: Grant Badawczy Szkoty Doktorskiej, finansowany ze $rodkéw statutowych Uni-
wersytetu Medycznego w Poznaniu (nr grantu: 176/2025/DGB).

Referencje

1. Kossakowski K, Jurga M, Pawetczyk A. How to design PROTAC molecules? A practi-
cal guide to proteolysis-targeting chimeras. Farm Pol, 2025, 81(4), 195-211.
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Os staw-mozg: wplyw obwodowej degradacji
tkanki chrzestnej na profil neurochemiczny
struktur podkorowych mézgu

Mateusz Krélewski', Nicolo Bittoni', Magdalena Biafon', Katarzyna Starowicz’
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adres e-mail osoby prezentujacej: krolew @if-pan.krakow.pl

Wstep: Osteoartroza (OA) jest postgpujaca chorobg obejmujaca degra-
dacje catego stawu, charakteryzujacg si¢ erozja chrzastki stawowej, pa-
tologicznym remodelingiem kosci podchrzgstnej oraz niskiego stopnia
stanem zapalnym tkanek migkkich. Schorzenie to prowadzi do przewle-
ktych dolegliwosci bolowych u ponad 300 milionow osob na §wiecie,
wynikajacych z interakcji czynnikow biomechanicznych, genetycznych
oraz zapalnych. Postgpujaca destrukcja struktur stawowych sprzyja roz-
wojowi sensytyzacji obwodowej i osrodkowej, co w sposob trwatly obni-
za jakos$¢ zycia pacjentow. Skuteczna terapia osteoartrozy wymaga zatem
wielokierunkowego hamowania progresji zmian strukturalnych przy jed-
noczesnej modulacji mechanizmow boélu przewleklego.

Metody: Badanie przeprowadzono na samcach szczuréow rasy Wistar
(225-250 g). Model OA indukowano dostawowg (i.a.) iniekcja mono-
jodooctanu sodu (MIA; 2 mg/50 pul 0,9% NaCl). Grupe kontrolng sta-
nowily zwierzeta otrzymujace roztwor soli fizjologicznej. W celu oceny
nadwrazliwos$ci przeprowadzono test von Frey’a w odpowiedzi na bodz-
ce dotykowe oraz test zimnej ptytki w odpowiedzi na bodzce termiczne.
Izolacje struktur moézgu (hipokamp i prazkowie) wykonano w 3., 6.1 10.
tygodniu od indukcji OA. Stezenia interleukin 6 (IL-6) oraz 10 (IL-10)
0znaczono przy uzyciu testow immunoenzymatycznych ELISA.
Wyniki: Podanie MIA (i.a.) wywotalo trwata nadwrazliwo$¢ mecha-
niczng i termiczna obserwowang we wszystkich punktach czasowych, co
wraz z narastajaca reakcja w tescie von Frey’a potwierdza postepujacy
rozw0j neuropatycznej komponenty bolu. Analiza biochemiczna wyka-
zata modulacj¢ poziomow cytokin, wykazujaca asymetri¢ miedzy pot-
kulami mézgu. W prazkowiu odnotowano postepujacy wzrost stezenia
IL-6 oraz IL-10 w potkuli kontralateralnej (przeciwnej do podania MIA),
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przy czym poziomy IL-10 utrzymywaty si¢ na podwyzszonym poziomie
dlugotrwale. W hipokampie zaobserwowano odmienng dynamike: we
weczesnej fazie poziom obu interleukin byt istotnie wyzszy w potkuli kon-
tralateralnej w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jednak w miare¢ postepu
choroby stgzenia te ulegaty obnizeniu. W poétkuli ipsilateralnej pozio-
my cytokin pozostawaty zblizone do wartosci kontrolnych, z wyjatkiem
10. tygodnia, w ktérym odnotowano spadek poziomu IL-6 w hipokampie
u zwierzat z modelem MIA.

Whioski: Wyniki wskazuja na silng, asymetryczng odpowiedZ neuro-
immunologiczng w strukturach podkorowych, wystepujaca gldwnie
w potkuli kontralateralnej, co koreluje z drogami przewodzenia sygna-
hu nocyceptywnego. Dlugotrwate utrzymywanie si¢ wysokiego poziomu
przeciwzapalnej IL-10 w prazkowiu moze sugerowaé aktywacje pro-
cesOw neuroprotekcyjnych w odpowiedzi na przewlekty stres bolowy.
Z kolei obserwowany spadek poziomu cytokin w hipokampie w poznej
fazie modelu moze $wiadczy¢ o wyczerpaniu mechanizméw kompensa-
cyjnych 1 postepujacej dysfunkcji struktur zaangazowanych w przetwa-
rzanie emocjonalno-poznawcze bolu.

Badanie zostafo sfinansowane z grantu Narodowego Centrum Nauki nr 2019/35/B/NZ7/01176.
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Proteomika osocza/surowicy i ptynu mézgowo-rdzeniowego
w stwardnieniu zanikowym bocznym:
timsTOF Pro 2 (PASEF), DIA-NN i Al

Przemystaw Mielczarek', Kinga Szafran-Pilch’, Wojciech Kuban'

" Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, Zaktad Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekow,
Krakow, Polska
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Celem projektu premodiALS jest identyfikacja weczesnych (presympto-
matycznych) sygnatur stwardnienia zanikowego bocznego (ALS) w oso-
czu/surowicy oraz plynie moézgowo-rdzeniowym (PMR) i uchwycenie
zmian towarzyszacych fenokonwers;ji (przejsciu do fazy objawowej) [1].
Materiat biologiczny pobierany jest wedlug znormalizowanych procedur
na wizycie bazowej (VO0) oraz po 12 miesigcach (V1), co umozliwia ana-
lizy podtuzne i poréwnania grupowe w kohorcie ryzyka i we wczesne;j
chorobie [1].

Analiza proteomu bedzie prowadzona metoda LC-MS/MS na
spektrometrze timsTOF Pro 2 (Bruker) z separacja jonow w TIMS
i akwizycja PASEF, sprz¢zonym z kapilarnym LC Ultimate 3000
[2] Pomiary w trybie DIA zapewnig wysoka kompletnos$¢ 1 powta-
rzalno$¢ iloSciowania; dla osocza/surowicy i PMR zostang przy-
gotowane odrebne biblioteki widm, dostosowane do specyfiki tych
matryc. Przetwarzanie danych zostanie wykonane w DIA-NN,
ktory wykorzystuje glebokie sieci neuronowe oraz strategie ko-
rekcji interferencji 1 btedow sygnatu, z kontrola g-value/FDR na
poziomie peptydow i1 biatek [3]. Uzyskana macierz intensywnosci
biatek/peptyddéw stanowi podstawe do analiz statystycznych i po-
roéwnan grupowych.

Uzyskana macierz ilo§ciowa zostanie nast¢pnie uzyta do treningu nadzo-
rowanego modelu deep learning (DeeL) w celu wykrycia subtelnych r6z-
nic migdzy osobami fenokonwertowanymi a kontrolg oraz wyprowadze-
nia minimalnego, replikowalnego panelu biomarkerow [4], [5]. Walida-
cja bedzie prowadzona w schemacie nested CV z podziatem osobniczym
(grouped CV), a selekcja cech zostanie oparta o stabilne metody doboru
zmiennych, ograniczajagce nadmierne dopasowanie [6].
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Badania sfinansowane ze $rodkow grantu JPco-fuND2 Call 202; Nr 2021/03/Y/NZ7/00111.
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Optymalizacja pochodnych S-spirohydantoiny
w poszukiwaniu nowych struktur wiodacych
w terapii glejaka wielopostaciowego
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Pomimo ogromnej ilosci badan podjetych w celu poszukiwania bezpiecz-
nej i skutecznej terapii przeciwnotworowej, glejak wielopostaciowy po-
zostaje najbardziej agresywnym typem raka mézgu. Mediana przezywal-
nosci po ustyszeniu diagnozy to wciaz zaledwie od 15 do 18 miesiecy.
W zwigzku z tym poszukiwanie nowych strategii terapeutycznych stano-
wi bardzo pilne wyzwanie chemii medycznej [1].

Posrod pochodnych 5-spirofluorenohydantoiny wytypowano zwiazek
ARS, ktéry cechowal sie wysoka aktywnos$cig cytotoksyczna wobec li-
nii komérkowych ludzkiego glejaka US7MG i A172 (IC, odpowiednio
151 5 pM) oraz selektywno$cia wobec niezmienionych nowotworowo
komorek ludzkich fibroblastow [2]. Jednakze ograniczeniem w dalszym
zastosowaniu (przed)klinicznym byla jego niska rozpuszczalno$¢ oraz
wysoka masa molowa. W celu poprawy wilasciwosci fizykochemicznych
zaprojektowano i zsyntezowano seri¢ nowych pochodnych zwigzku ARS,
badajac wplyw podstawienia w pozycji C5 i N3 hydantoiny, dlugos¢ lin-
kera alkilowego, jak rowniez uwzgledniajac preferencje braku centrum
stereogenicznego (W pozycji C5 hydantoiny).

Otrzymane pochodne nastgpnie badano w kontekscie ich wptywu na zy-
wotnos¢ komorek (test redukcji MTT) oraz cytotoksycznos¢ (test uwal-
niania LDH) w liniach komoérkowych A172 1 U87MG. Najbardziej obie-
cujace zwiazki przebadano rowniez w komorkach ludzkich fibroblastow
oraz astrocytow w celu wyeliminowania niespecyficznych wlasciwosci
cytotoksycznych. Na podstawie otrzymanych wynikow wyselekcjono-
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wano nowg strukturg wiodgcg o wysokiej aktywnosci (IC,; odpowiednio
715 uM) i wyzszej rozpuszczalnosci wzgledem pochodnej ARS oraz
zdefiniowano dalsze kierunki modyfikacji.

Badania zostaty czesciowo sfinansowane przez Narodowe Centrum Nauki (grant 2021/43/D/
NZ7/00891) oraz Studenckie Koto Naukowe Chemii Medycznej dziatajace przy Katedrze Tech-
nologii Chemicznej i Biotechnologii Lekéw UJ CM.
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Analiza in silico wplywu mutacji MEK2 Glu207Lys
w zespole CFC4 na wiazanie inhibitorow
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Zespot sercowo-twarzowo-skorny (CFC) to rzadka RASopatia, ktorej
podtyp CFC4 wynika z patogennych wariantow genu MAP2K2 (MEK2)
[1]. Mimo wysokiej homologii sekwencyjnej z lepiej poznanym biatkiem
MEK1, strukturalne skutki mutacji w MEK2 pozostaja stabo zbadane,
miedzy innymi ze wzgledu na brak kompletnych struktur krystalicznych.
W niniejszej pracy wykorzystano metody obliczeniowe do okreslenia
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mechanistycznych konsekwencji wariantu Lys207Glu. Na bazie modelo-
wania homologicznego skonstruowano kompletna struktur¢ MEK2, a na-
stepnie przeprowadzono dokowanie molekularne klinicznie stosowanych
inhibitorow oraz symulacje dynamiki molekularnej dla uktadéw typu dzi-
kiego i zmutowanego. Wykazano, ze badana mutacja wptywa na stabilnos¢
konformacyjng kinazy oraz zmienia profil oddziatywania z ligandami.
Analizy wskazaty Mirdametinib i Trametinib jako najbardziej obiecujace
zwiazki w kontekscie wariantu E207K. Uzyskane wyniki dostarczaja no-
wych informacji o mechanizmach molekularnych CFC4 i moga wspiera¢
rozwoj selektywnych strategii terapeutycznych.

Referencje
1. K.A. Rauen, The RASopathies, Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 14 (2013) 355-
369.

2. Nikolaev, Sergey I. ; Rimoldi, Donata ; Iseli, Christian et al., Exome sequencing iden-
tifies recurrent somatic MAP2K1 and MAP2K2 mutations in melanoma. In: Nature
Genetics. 2012 ; Vol. 44, No. 2. pp. 133-139.

Krystalografia wysokociSnieniowa jako pomost miedzy
struktura statyczna a dynamiczna: przyklad sztywnosci
i zmiennosci architektury kieszeni wigzacej w proteinazie K
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Proteinaza K jest stabilnym enzymem proteolitycznym, czgsto wykorzy-
stywanym jako modelowy uktad w badaniach strukturalnych [1]. Jej wy-
soka odpornos¢ na czynniki fizykochemiczne czyni ja dobrym obiektem
do analizy wplywu warunkéw zewnetrznych, w tym cis$nienia, na ,,krajo-
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braz konformacyjny” struktury biatka. Analiza konformacji i sztywnosci
struktur stanowi natomiast istotny element w projektowaniu i interpre-
tacji oddziatywan biatko-ligand. Polaczenie informacji strukturalnych
ze zmianami wywolanymi wysokim ci$nieniem [2] stanowi interesujace
podejscie do identyfikacji regionéw biatka podatnych na zmiany konfor-
macyjne i istotnych dla mechanizméw rozpoznania oraz wigzania czg-
steczek biologicznie aktywnych, ligandéw czy potencjalnych lekow [3].
W celu zbadania wptywu ci$nienia na sztywnos¢ strukturalng proteinazy
K oraz architekture potencjalnej kieszeni wigzacej w strukturach apo wy-
znaczono struktury enzymu w cisnieniu atmosferycznym (ap), 0.6 GPa,
0.9 GPa oraz 1.15 GPa. Poréwnanie struktur ujawnito zachowanie glo-
balnego fatdu biatka przy jednoczesnych lokalnych zmianach elastycz-
nosci, widocznych jako réznice w wartosciach czynnikéw temperatu-
rowych oraz subtelne przeorganizowanie pozycji bocznych tancuchow
aminokwasowych. Szczegdlng uwagg poswigcono rejonowi miejsca
aktywnego analizujgc zmiany geometrii potencjalnej kieszeni wigzacej
w funkcji ci$nienia.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wysokie cisnienie moze modulowac lokal-
ne wlasciwosci strukturalne proteinazy K bez istotnych zmian globalnej
architektury biatka. Obserwowane efekty majg znaczenie dla interpretacji
struktur apo w kontekscie zdolno$ci biatek do oddziatywania z matymi
czasteczkami oraz podkreslajg uzyteczno$¢ cisnienia jako narzedzia do
badania sztywnosci 1 organizacji miejsc wigzacych w biatkach.
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Fluorochinolony oraz ich pochodne — aktywnos$¢ wzgledem
Mycobacterium tuberculosis i Mycobacterium abscessus
oraz mechanizmy nabywania opornosci u pratkéw

Magdalena Kuziota'2, Matgorzata Korycka-Machata', Norbert Odolczyk®, Jarostaw
Dziadek'

" Instytut Biologii Medycznej, PAN, ul. Lodowa 106, 93-232 £6dz, Polska

2 Szkota Doktorska BioMedChem Uniwersytetu todzkiego i Instytutow PAN w todzi,
ul. Matejki 21/23, 90-237 £6dz, Polska

% Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, ul. Pawifskiego 5a, 02-106 Warszawa, Polska
adres e-mail osoby prezentujacej: UL0221091 @ edu.uni.lodz.pl

Mycobacterium tuberculosis — to czynnik etiologiczny gruzlicy, na kto-
ra w 2024 roku zachorowato 10,7 mln oséb, natomiast 1,23 mln oséb
zmarto [1]. Drugim kluczowym patogenem z rodzaju Mycobacterium jest
M. abscessus wywotujacy cigzkie infekcje uktadu oddechowego u 0sob
z obnizonag odpornos$cia [2]. Obecnie, oba te patogeny cechuje wysoki po-
ziom opornos$ci na standardowo stosowane leki. Wazng grupa lekéw sto-
sowanych w zakazeniach pratkami wielolekoopornymi sa fluorochino-
lony, w przypadku ktorych czesto obserwuje si¢ nabyta opornosc [1, 2].
Stad istotne jest modyfikowanie znanych badz poszukiwanie nowych
lekoéw przeciwpratkowych, ktére beda zaréwno skuteczne, jak 1 w petni
bezpieczne dla pacjentow.

Prezentowane badanie obejmuje dwa wzorcowe gatunki mykobakterii:
M. tuberculosis oraz M. abscessus, a takze zwigzki zidentyfikowane
w skriningu fenotypowym nalezace do grupy fluorochinolonow. W eta-
pie badan wykazano wysoka aktywno$¢ przeciwpratkowa badanych
zwigzkow na podstawie okreslenia minimalnego stezenia hamujacego
(MIC) oraz bakteriobdjczego (MBC). Skuteczno$¢ fluorochinolonow
badano rowniez wzgledem pratkow znajdujacych si¢ wewnatrz ludzkich
makrofagdw, a takze pratkow tworzacych biofilm. W drugiej fazie badan
zdefiniowano tarcze molekularng dla badanych zwiazkdéw poprzez selek-
cje mutantow, sekwencjonowanie catogenomowe (NGS) i/lub metoda
Sangera oraz zidentyfikowanie najbardziej powszechnych mutacji wa-
runkujacych opornos¢ pratkdéw na te zwigzki. Ponadto, przeprowadzono
dokowanie molekularne, a takze wyznaczono teoretyczng sile wigzania
fluorochinolonow do wytypowanej tarczy molekularne;.
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Metabolizm RNA moze stanowi¢ cel dla nowych klas lekow przeciw-
drobnoustrojowych lub dla rozszerzenia zastosowania juz istniejacych
lekow. Wiedzac, ze biatka stanowigce sktadniki kompleksu degradoso-
mu RNA (takie jak PNPaza, helikaza RhIE i RNaza J) przyczyniajg si¢
do powstawania i rozprzestrzeniania si¢ opornosci na antybiotyki u prat-
koéw gruzlicy, Mycobacterium tuberculosis (Mtb), rozpoczelismy badania
w celu znalezienia specyficznych inhibitorow glownego sktadnika de-
gradosomu fosforylazy polinukleotydowej — PNPazy. StworzyliSmy test
o $redniej/wysokiej przepustowosci, aby sprawdzi¢ poziom aktywnos$ci
fosforolitycznej lub polimeryzacyjnej PNPazy na substratach oligonu-
kleotydowych stanowigcych jednoniciowe RNA lub DNA w obecnosci
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fluorescencyjnej Tioflaviny T i inhibitoréw. Z biblioteki >8000 zwigzkow
bioaktywnych (MedChemExpress, NJ, USA) znalezliSmy 5 substancji,
ktore hamuja aktywno$¢ poliadenylacyjna i degradacyjng PNPazy do po-
ziomu ponizej 50% w stezeniach ponizej 25 uM. Analiza kinetyczna oraz
badania oddziatywan molekularnych wykazaty, Ze inhibitory te oddziatu-
ja z enzymem poprzez rézne tryby dziatania, obejmujgce wigzanie allo-
steryczne z kompleksem biatkowym, bezposrednie blokowanie miejsca
aktywnego oraz konkurowanie z naturalnym substratem RNA/DNA jako
substraty alternatywne dla PNP. Co istotne, wytypowane zwiazki wyka-
zuja réwniez aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec zywych komo-
rek Mycobacterium tuberculosis, z warto$ciami minimalnego stezenia
hamujacego (MIC) siggajacymi <20 uM, co stanowi solidng podstawe do
dalszych badan w modelach in vivo.

Dotychczasowe wyniki planujemy rozwijaé we wspotpracy z chemika-
mi syntetycznymi, koncentrujgc si¢ na optymalizacji wlasciwosci fizy-
kochemicznych zidentyfikowanych zwigzkéw. Kolejnym etapem badan
bedzie racjonalna modyfikacja inhibitorow w celu zwigkszenia ich selek-
tywnosci wobec bakteryjnej PNPazy, przy jednoczesnym ograniczeniu
oddziatywania na homologiczny enzym ludzki. Opracowanie takich se-
lektywnych, bioaktywnych inhibitoréw moze stanowi¢ podstawe do roz-
woju nowych strategii terapeutycznych przeciwko groznemu patogenowi
bakteryjnemu jakim jest pratek gruzlicy.

Sfinansowano przez NCN: projekt numer 2019/34/E/NZ1/000338-SONATA-BIS9, kierownik
dr. hab. Przemystaw Ptocihski, prof. Ut.
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Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is commonly treated with
L-asparaginases, enzymes that deprive leukemic cells of the essential
amino acid L-asparagine [1]. However, currently approved L-asparaginases
originate from only two bacterial species and are frequently associated
with severe adverse effects caused by off-target L-glutaminase activity [2].
In our project, we applied a strategy combining genome-scale bioinformatic
screening, advanced structural modeling, and experimental validation
to identify novel L-asparaginases with improved substrate selectivity.
Approximately 85,000 prokaryotic genomes were analyzed, resulting in
a set of nearly 39,000 Class I L-asparaginases. Then, candidate enzymes
were prioritized using AlphaFold2-based structural predictions, molecular
docking, and molecular dynamics simulations to assess L-asparagine
substrate specificity.

Expression and kinetic characterization of the top six candidates led to
the identification of a novel L-asparaginase from Acidobacteriota sp.,
exhibiting high catalytic efficiency toward L-asparagine and negligible
L-glutaminase co-activity. Structural analyses highlighted a flexible
gating element as a key determinant of substrate specificity, allowing
the proposal of a revised active-site model in which coordinated loop
dynamics govern substrate recognition and catalysis. These results
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illustrate how the integration of large-scale genomic analysis, molecular
modeling, and functional assays can guide the development of safer, more
selective biotherapeutics for precision oncology.
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Cyfrowy fenotyp bolu: Zintegrowana analiza behawioralno-
metaboliczna modelu neuropatii u samcow myszy C57BL/6J
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Bol neuropatyczny (BN) istotnie obniza jako$¢ zycia, jednak tradycyjne
modele badawcze rzadko uwzgledniaja zmiany behawioralne w rytmie
dobowym. Istnieje potrzeba identyfikacji nowych, obiektywnych para-
metrow odzwierciedlajagcych wplyw BN na codzienne funkcjonowanie
organizmu.

Badania przeprowadzono u samcéw myszy C57BL/6J, w modelu bolu
neuropatycznego (SNI, ang. spared nerve injury) oraz grupe kontrol-
ng (operacja pozorowana). Wykorzystano system fenotypowania Pro-
methion Core® do ciggtego monitorowania parametréw metabolicznych
aktywnosci lokomotorycznej oraz snu. Rozwdj neuropatii potwierdzono
testami behawioralnymi okre$lajagcymi nadwrazliwos¢ na bodzce mecha-
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niczne (test von Frey) i termiczne (test zimnej plytki). Wraz z rozwojem
bolu neuropatycznego u zwierzat zaobserwowano istotne zmiany w pro-
filu behawioralnym i metabolicznym. Myszy z grupy SNI wykazywaty
znaczgce obnizenie aktywnosci lokomotorycznej, objawiajace si¢ skro-
ceniem pokonywanego dystansu oraz redukcja predkos$ci poruszania sig,
oraz istotne wydtuzenie czasu snu w fazie ciemnej (aktywnej). Stwier-
dzono takze obnizone spozycie pokarmu, co bezposrednio przetozyto si¢
na nizszg mas¢ koncowa ciata zwierzat SNI. W testach behawioralnych
potwierdzono rozwoj trwatej nadwrazliwos$ci mechanicznej i termiczne;j
we wszystkich punktach czasowych po zabiegu.
Zastosowanie zautomatyzowanych systemow fenotypowania stanowi in-
nowacyjne podejscie w badaniach farmakologicznych nad boélem neuro-
patycznym. Metoda ta pozwala na precyzyjng charakterystyke zaburzen
aktywnosci oraz rytmu okotodobowego, co $cisle odzwierciedla profil
kliniczny obserwowany u pacjentdow, w tym problemy ze snem i ograni-
czenie motoryki. Takie wielowymiarowe podejscie pozwala na petiej-
szg charakterystyke skuteczno$ci potencjalnych lekow przeciwbolowych
w kontekscie poprawy jakosci zycia.

Badania zostaty sfinansowane ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu

OPUS22 2021/43/B/NZ7/01162 oraz Srodkéw statutowych Instytutu Farmakologii im. Jerzego
Maja Polskiej Akademii Nauk, Zaktadu Neurochemii.
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na los bialka PD-L1

Agnieszka Ma$lanka'?, Radostaw Kitel?, tukasz Skalniak?, Marcin Surmiak®

1 Uniwersytet Jagiellonski, Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, ul. Prof. St.
tojasiewicza 11, 30-348 Krakéw, Polska

2 Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat Chemii, ul. Gronostajowa 2, 30-387 Krakéw, Polska

% Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Zaktad Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej,
ul. Skawinska 8, 31-066 Krakow, Polska

adres e-mail osoby prezentujacej: agnieszka.maslanka@doctoral.uj.edu.pl

Immunologiczny punkt kontrolny PD-1/PD-L1 jest bardzo popularnym
celem molekularnym w kontekscie terapii nowotworow, a przeciwcia-
ta monoklonalne blokujace t¢ interakcje z powodzeniem stosowane sa
w klinice do leczenia nowotwordw takich jak rak ptuc, czerniak, czy rak
szyjki macicy. Niemniej jednak, przeciwciata monoklonalne posiadaja
swoje wady, zwigzane m.in. z niska zdolnosciag penetracji tkanek, ko-
niecznoscig podania dozylnego, wysokim kosztem produkcji czy silnymi
efektami ubocznymi [1]. Alternatywa dla przeciwcial monoklonalnych
sa matoczgsteczkowe inhibitory, ktore potencjalnie mogtyby wykazywac
lepsze parametry — obecnie prowadzonych jest wiele badan, w ktorych
zwiazki takie wykazuja obiecujaca aktywno$¢ w esejach komorkowych
i wyzszych modelach, jednak w wigkszosci przypadkow doktadniejszy
mechanizm ich dziatania nie jest zbadany. W przeciwienstwie do prze-
ciwciat monoklonalnych, zwiazki maloczasteczkowe, poza blokowaniem
oddziatywania PD-L1 z jego receptorem, moga rowniez wplywaé na
ilo$¢ 1 rozmieszczenie biatka w komorce. Przypuszcza si¢, ze traktowanie
komorek matoczasteczkowymi inhibitorami PD-L1 moze prowadzi¢ do
natezonej internalizacji i degradacji tego biatka i/lub do zaktdcenia proce-
sow dojrzewania i transportowania nowopowstajacych czasteczek biatka.
Przedstawiane w tej pracy badania maja na celu scharakteryzowanie
dziatania powstatego w naszym Zespole kowalencyjnego matoczastecz-
kowego inhibitora PD-L1 i jego wptywu na los biatka PD-L1 w komorce.
Wykazano blokowanie oddziatywania PD-1/PD-L1 oraz tworzenie ko-
walencyjnych homodimeréw PD-L1 w wyniku traktowania zwigzkiem,
a takze ukazano odmienne rozmieszczenie biatka PD-L1 wzgledem ko-
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morek kontrolnych oraz traktowanych zwigzkiem niekowalencyjnym.
Otrzymano rowniez wyniki sugerujace, iz badany zwigzek moze prowa-
dzi¢ do powstawania homodimeréw PD-L1 zaréwno w cis, jak i w trans.

Badania finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu SONATA BIS 11
nr UMO-2021/42/E/NZ7/00422 oraz prowadzone przy uzyciu aparatury wspétfinansowa-
nej z Programu Operacyjnego Inteligentny Rozw¢j POIR 4.2, projekt nr POIR.04.02.00-00-
-D023/20.
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MIPO001 as an anti-inflammatory compound with
a potential protective effect on dopamine neurons and
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model of Parkinson’s disease
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Parkinson’s Disease (PD) is the second most common neurodegenerative
disease and has long been associated mainly with the degeneration of
dopamine neurons. Currently, more and more studies prove that inflam-
mation is also largely responsible for the pathogenesis of PD. Epidemio-
logical studies suggest that chronic use of NSAIDs may reduce the risk of
developing PD - modulation of neuroinflammatory processes[1]. MIP001
represents a new anti-inflammatory agent characterized by strong thera-
peutic effectiveness and a favorable safety profile.
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The aim of this study was to investigate the ability of MIP001 to regu-
late neuroinflammatory processes in PD in vitro models. Astrocyte cul-
tures were exposed to fibrillar a-synuclein (PFF) and MIP0OO1 (10 pM).
Immunofluorescence was used for analysis. The levels of IL-1p, IL-6,
and TNFa in the culture medium were investigated. Results showed that
MIPOO01 reversed the morphological changes in astrocytes induced by
PFF and pro-inflammatory cytokines. Treatment with MIP0OO1 significan-
tly reduced the production of TNFa (p < 0.05) by activated astrocytes,
without affecting cell viability. In subsequent studies, dopamine cultures
were treated with neurotoxins (MPP+ and 60HDA) and MIP001. Immu-
nofluorescence was used for analysis. The results suggest that MIP0O1
has anti-inflammatory (potentially neuroprotective) effects in dopamine
cultures treated with the MPP+. So far, results from 60HDA treatment
have been equivocal.

These preliminary data demonstrate the capability of MIPOO1 to modula-
te neuroinflammation in PD-relevant models. This supports further inve-
stigation of MIP0O1 neuroprotective potential in more complex systems,
and also with in-depth mechanistic studies.

FUNDING
The study was supported by a programme coordinated by the Medical Research Agency, co-
-financed by the European Union under the NextGeneration EU initiative, within the framework
of the National Recovery Plan, Component D, Investment D3.1.1 (project no. 2024/ABM/03/
KPO/KPOD.07.07-IW.07-0173/24-00).
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Projektowanie i optymalizacja inhibitoréw peptydowych
bialka Mia40 jako nowa strategia celowana w leczeniu ostrej
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Ostra biataczka szpikowa pozostaje nowotworem o zlym rokowaniu,
glownie z powodu szybkiego nabywania opornosci na standardowg
chemioterapi¢. Jednym z kluczowych mechanizméw tej opornosci jest
zwigkszona zdolno$¢ komoérek nowotworowych do adaptacji do stre-
su oksydacyjnego, w tym efektywna naprawa mitochondrialnego DNA
(mtDNA) [1]. Istotng rol¢ w tych procesach odgrywaja szlak montazu
przestrzeni mi¢dzybtonowej mitochondrium (MIA) oraz szlak naprawy
przez wycinanie zasad (BER). Centralnymi biatkami tych szlakow sg
odpowiednio oksydoreduktaza Mia40 oraz endonukleaza APEI. Inter-
akcja Mia40-APEI polega na utworzeniu mostka migdzy Cys55 Mia40
a Cys93 APEI1, co warunkuje translokacje APE1 do mitochondriow i
zwigkszong naprawe mtDNA. Celem pracy jest racjonalna optymalizacja
inhibitora peptydowego (MSP1), pochodzacego z kompleksu TIM9.10 S.
cerevisiae, wykazujacego wtasciwosci inhibicyjne wzgledem Mia40, po-
przez symulacje komputerowe i walidacje eksperymentalng. Zidentyfiko-
wano kieszenie o wysokim potencjale wigzania w poblizu motywu CPC.
Dokowanie peptyd-biatko potwierdzito preferencyjne wigzanie MSP1 w
najkorzystniejszej kieszeni Mia40 oraz ekspozycje motywu CPC sprzyja-
jaca tworzeniu wigzania z peptydem. Symulacje dynamiki molekularne;j
(MD) kompleksu Mia40-MSP1 oraz analiza interakcji molekularnych na
bazie klasteryzacji trajektorii pozwolity na zaproponowanie modyfikacji
sekwencji MSP1 w celu zwickszenia liczby korzystnych oddziatywan z
Mia40. Weryfikacja eksperymentalna z wykorzystaniem rekombinowa-
nych biatek Mia40 oraz APE1 w testach wigzania in vitro i analizie elek-
troforezy natywnej pozwolita na wytonienie dwoch wariantéw o najwyz-
szym powinowactwie (redukcja aktywnosci Mia40 do 80%). W oparciu
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o wyniki eksperymentalne, kolejng runde symulacji MD oraz ilosciowa
analiz¢ trwalosci interakcji, zaprojektowano drugg seri¢ nowych analo-
goéw o zoptymalizowanych wtasciwosciach fizykochemicznych, ktore
obecnie sg badane eksperymentalnie.
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Zgodnie z definicjg Miedzynarodowego Towarzystwa Badania Bolu, bol
jest ztozonym doswiadczeniem sensorycznym i emocjonalnym, zwigza-
nym z rzeczywistym lub potencjalnym uszkodzeniem tkanek. Jednym
z jego rodzajow jest bol neuropatyczny, bedacy konsekwencja uszkodzen
obwodowego lub osrodkowego uktadu nerwowego. W transdukcji syg-
natu bolowego zaangazowane sg m.in. receptory p-opioidowe (MOR),
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histaminowe typu 3 (H,R) oraz sigma-1 (o R). Obecne strategie farma-
kologicznego leczenia bolu obejmujg m.in. stosowanie agonistow MOR
oraz antagonistow H,R i o R [1]. Najnowsze badania przedkliniczne wy-
kazaty rowniez, ze wysoka skutecznosciag charakteryzujg si¢ rowniez li-
gandy o dualnym dziataniu na wspomniane receptory [2].

Celem przeprowadzanych badan jest opracowanie pochodnych pipery-
dyny i piperazyny jako wielokierunkowych ligandow, wykazujacych po-
dwojng lub potrojng aktywnos¢ wobec MOR, H,R oraz ¢ R, a takze oce-
na ich wybranych parametrow farmakokinetycznych. Szczegolng uwage
poswigcono ocenie przepuszczalnosci blonowej zwigzkow oraz ich zdol-
nos$ci do wigzania z glikoproteing P, istotnym transporterem wptywaja-
cym na biodostepnosc¢ i dystrybucje lekow w uktadzie nerwowym.

W wyniku dotychczasowych badan otrzymano dwadziescia pig¢ zwigz-
kow (KSK _OP1 — KSK OP25) opartych na strukturze piperydyny lub
piperazyny. Sposrdd nich pie¢ (KSK _OP16 — KSK OP20) poddano ba-
daniom in vitro, ktore wykazaty silne powinowactwo zwigzkoéw do o R.
Otrzymane wyniki sugerujag wysoki potencjat otrzymanych wielofunk-
cyjnych ligandow jako punktow wyjéciowych do opracowania nowych
substancji przeciwbolowych oraz wsparcia badan nad farmakoterapia
bolu neuropatycznego.

Badania zostaty przeprowadzone dzigki wsparciu finansowemu Narodowego Centrum Nauki
w ramach grantu Opus 23 (2022/45/B/NZ7/03101).
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Choroba Huntingtona (HD) to rzadka, dziedziczna choroba neurodege-
neracyjna, prowadzaca do zaburzen poznawczych, psychicznych i rucho-
wych. U jej podioza lezy mutacja polegajaca na zwigkszonej liczbie po-
wtorzen sekwencji CAG w genie huntingtyny (H7T), skutkujaca powsta-
niem biatka z wydtuzonym odcinkiem poliglutaminowym, ktére tworzy
nierozpuszczalne agregaty. Toksyczne formy huntingtyny (mHTT) wy-
krywane sg nie tylko w mozgu, lecz takze w tkankach obwodowych, juz
na wczesnych etapach choroby. Zaréwno badania kliniczne pacjentow
z HD, jak i badania z wykorzystaniem modeli przedklinicznych wyka-
zaty, ze oprocz neurodegeneracji chorobie tej towarzysza rowniez zabu-
rzenia funkcji migs$ni szkieletowych oraz uktadu sercowo-naczyniowe-
go. Jednym z mechanizméw lezacych u podstaw tych zmian mogg by¢
zaburzenia metabolizmu energetycznego. Nasze wczesniejsze badania
wykazaty obnizony poziom dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NAD"), kluczowego koenzymu procesow energetycznych, w mig$niach
szkieletowych mysiego modelu HD oraz w modelach komérkowych. Co
istotne, podobne zmiany zaobserwowano réwniez w kardiomiocytach
pozbawionych genu HTT, co sugeruje, ze dysfunkcja energetyczna moze
wynika¢ nie tylko z agregacji mHTT, ale takze z utraty fizjologicznej
funkcji HTT. Przyczyna tych zaburzen pozostaje niejasna, gtownie z po-
wodu braku danych dotyczacych wydajnosci szlakéw syntezy i zuzycia
NAD" w tkankach dotknietych chorobg. Celem pracy byto wigc zbada-
nie ekspresji genow zaangazowanych w metabolizm NAD" i nikotyna-
midu w mézgu, migsniach szkieletowych i sercu mysiego modelu HD
(w poréwnaniu do zwierzat zdrowych), a takze ocena terapeutycznego
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potencjalu przywracania puli NAD* za pomocg rybozydu nikotynamidu
(NR) w komorkach od pacjentow z HD. Dodatkowo przeanalizowano
poziomy metabolitow NAD" i nikotynamidu w surowicy/krwi mysie-
go modelu choroby oraz pacjentéw HD. Wyniki skorelowano nastepnie
z parametrami progresji choroby. Wykazano zlozone, tkankowo specy-
ficzne zaburzenia metabolizmu NAD", sugerujace jego obnizong syntezg
oraz zwigkszong degradacje, co skutkowato obnizonym st¢zeniem NAD™*
we krwi i zmiang profilu jego krazacych metabolitow. Zmiany te zostaty
rowniez odnotowane u pacjentéw z HD, wykazujac dodatkowo korelacje
z parametrami progresji choroby. Co wigcej, nasze badania wstepne wy-
kazaty, ze terapia NR zwigkszyta pule NAD* w fibroblastach pochodza-
cych od pacjentow HD, co wiazato si¢ z poprawa funkcji mitochondriow
oraz redukcjg stresu oksydacyjnego. Podsumowujac, wyniki sugeruja, ze
zaburzenia metabolizmu NAD" odgrywaja istotng rol¢ w patofizjologii
HD, a zwiazki ukierunkowane na odbudowg jego puli moga przyniesé
korzysci terapeutyczne nie tylko w zakresie neurodegeneracji, ale réw-
niez w towarzyszacych HD zaburzeniach obwodowych. Ponadto, meta-
bolity NAD" i nikotynamidu moga stanowi¢ nowe ,,omiczne” wskazniki
progresji HD oraz predyktory skutecznos$ci przysztych terapii celujgcych
w odbudowg¢ metabolizmu energetycznego.
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Behavioural impairment of adult Sprague-Dawley rats
after 4-vessel global ischemia
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Epilepsy is a common neurological disorder characterized by the occur-
rence of unprovoked seizures. In our study, we aim to investigate the
behavioural changes in the rat model of epilepsy following four-vessel
occlusion ischemia.

We performed a battery of behavioural tests on adult Sprague-Dawley
rats, before and after the ischemia. The Open Field test and Hyperexci-
tability test did not reveal any significant changes between the Sham and
Ischemic groups. In the New Object Recognition Test Ischemic animals
visited the novel object and the surrounding area less frequently. They
also moved shorter distances and showed less interest in the new obje-
ct, contrary to control animals, which explored the new object by clim-
bing up on it. The Elevated Plus Maze test showed that ischemic animals
spend more time in the closed arms and travel less than Sham animals. In
the Social Interactions Test, both groups of animals presented the correct
behaviour by spending a longer time in a compartment with a new, unk-
nown rat than in the compartment with the familiar rat. Control animals
presented more exploratory behaviour when moving around the cage, and
ischemic animals spent more time in the empty area. The results of beha-
vioural tests indicate increased anxiety in ischemic animals.
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Glejak wielopostaciowy jest wysoce agresywnym nowotworem mozgu
o bardzo ograniczonych mozliwo$ciach leczenia. Dostepne dane wska-
zuja, ze jednym z kluczowych czynnikéw napedzajacych jego progresje
moze by¢ proonkogenny wzor epigenetyczny [1]. Zmiany epigenetyczne
sprzyjaja utrzymaniu wysokiej plastycznosci oraz potencjatu prolifera-
cyjnego komorek nowotworowych [1].

Czynnik transkrypcyjny REST (RE1-Silencing Transcription Factor) jest
jednym z istotnych regulatorow w biologii glejaka wielopostaciowego.
Cho¢ pierwotnie opisywany jako represor genéow neuronalnych w tkan-
kach nieneuronalnych, REST moze petni¢ role zaréwno onkogenu, jak
1 supresora nowotworowego, poprzez modyfikacje krajobrazu epigene-
tycznego [1, 2].

Analizy integracyjne ujawnilty specyficzne profile wigzania REST w ko-
morkach glejaka oraz pozwolily wyodrebni¢ dwie grupy genow zalez-
nych od REST — geny aktywowane oraz wyciszane przez REST [3]. Co
istotne, wykazano czeste wspotwystepowanie motywu innego czynnika
transkrypcyjnego - KAISO w miejscach wigzania REST. Ponadto wyci-
szenie KAISO wywieralo silniejszy wptyw na geny aktywowane przez
REST niz wyciszenie samego REST, co sugeruje istnienie funkcjonalne-
go oddziatywania miedzy tymi czynnikami transkrypcyjnymi [3].

Celem projektu jest zbadanie roli REST i KAISO w patogenezie glejaka
wielopostaciowego oraz okre$lenie charakteru ich wzajemnej interak-
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cji. W tym celu zostang wygenerowane stabilne modele pojedynczego
oraz podwojnego knockoutu, a konsekwencje funkcjonalne ocenione
przy uzyciu testow proliferacji, migracji, inwazji i apoptozy. Réwnole-
gle zastosowane zostang podejécia z zakresu genomiki, transkryptomiki
i epigenomiki w celu analizy molekularnych skutkéw wyciszenia REST
i KAISO. Na koncowym etapie linie knockout zostang wszczepione do
modeli mysich w celu oceny wzrostu guza in vivo.

Lepsze zrozumienie mechanizmoéw regulowanych przez REST i KAISO
moze przyczyni¢ si¢ do identyfikacji kluczowych czynnikéw odpowie-
dzialnych za plastycznos¢ glejaka oraz umozliwi¢ wskazanie nowych po-
tencjalnych celow terapeutycznych.
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Identyfikacja potencjalnych celow bialkowych dla dualnych
ligandow receptorow H, histaminowego oraz sigma-1
i sigma-2 o wlasciwosciach przeciwnowotworowych
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Receptory H, histaminowy oraz sigma-1 i sigma-2 kojarzone giownie
z funkcjonowaniem osrodkowego uktadu nerwowego, moga réwniez od-
grywac istotng rol¢ w procesach nowotworowych [ 1, 2]. Spo$rod wcezesniej
opisanej biblioteki ligandow receptoréw H, histaminowego oraz sigma-1
i sigma-2 [3], pie¢ zwigzkow wykazato istotng aktywno$¢ przeciwnowo-
tworowa w badaniach in vitro, szczegbélnie w liniach komorkowych raka
piersi. Aby lepiej zrozumie¢ molekularne podstawy obserwowanego efektu
biologicznego, w niniejszej pracy okreslono potencjalne cele biatkowe mo-
gace odpowiadac za to dziatanie. Mozliwe sposoby oddziatywania ligan-
dow z miejscami aktywnymi zostaty okreslone przy uzyciu metod doko-
wania molekularnego oraz p6zniejszych symulacji dynamiki molekularne;j
dla wybranych kompleksoéw. Uzyskane wyniki wskazujg na potencjalne
oddziatywania trzech sposrod badanych zwiazkow z kinazami biatkowymi
zaangazowanymi w progresje¢ raka piersi: VEGFR2 oraz mTOR. Przedsta-
wione wyniki stanowig podstawe do dalszych badan eksperymentalnych
ukierunkowanych na oceng ich potencjatu terapeutycznego.

Badania zostaly sfinansowane ze $rodkéw statutowych Uniwersytetu Jagiellonskiego Colle-

gium Medicum — N42/DBS/000385. Prace wykonano w ramach SKN ,Metody Komputerowe

w poszukiwaniu substancji leczniczych”.
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Transkryptomika przestrzenna to metoda polegajaca na pomiarze ekspre-
sji genow w nienaruszonym kontekscie tkankowym. Zachowana infor-
macja przestrzenna pozwala wnioskowa¢ jednoczesnie o funkcji, organi-
zacji 1 wzajemnych oddziatywaniach komorek wewnatrz tkanki, co jest
niezwykle cenne w zrozumieniu ztozonej biologii wielu chordb systemo-
wych, w tym nowotworow.

Obecnie dostgpnych jest wiele odmian tej techniki, charakteryzujacych
si¢ m.in. r6zng czulos$cia, rozdzielczoscia, glebokoscig 1 pokryciem tran-
skryptomu, rozmiarem badanej tkanki, oraz kosztem i skomplikowaniem
procedury [1]. Jedna z nich jest metoda Open-ST, ktéra otwiera moz-
liwosci wysokoprzepustowego i efektywnego otrzymywania obrazow
choroby w wymiarze molekularnym i morfologicznym o rozdzielczos$ci
komoérkowej [2].

Aktualnie nie wiadomo na ile pojedyncza warstwa tkanki otrzymana ta
metoda odzwierciedla biologi¢ calego guza, a ile informacji moze by¢
unikalnych tylko dla danej lokalizacji. Problem ten, nazywany btedem
probkowania, jest dobrze znany w analizach biomedycznych 1 istotnie
wptywa na prawidtowa ocene¢ choroby. Celem naszych badan byto stwo-
rzenie modelu 3D guza oraz okreslenie jego heterogennosci we wszyst-
kich trzech wymiarach, biorgc pod uwage zarowno powierzchni¢ tkanki
jak 1 odlegto$¢ pomiedzy kolejnymi warstwami glebokosci.
WykorzystaliSmy metode Open-ST do przestrzennego zsekwencjonowa-
nia transkryptomu siedmiu warstw pierwotnego guza niskozréznicowa-
nego raka jajnika (HGSOC), a nast¢pnie stworzyliSmy tréjwymiarowy
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obraz choroby. Do oceny heterogennosci komorkowej skrawkéw tkanki
wykorzystaliSmy pomiar entropii Shannona oraz metody analizy skupien.
Analiza obrazu morfologicznego i molekularnego guza ujawnita hetero-
gennos¢ przestrzenng raka jajnika 1 konieczno$¢ zaadresowania btedu
probkowania w analizach przestrzennych.
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Przetwarzanie danych pomiarowych z analiz metabolomicznych stano-
wi istotne wyzwanie ze wzgledu na ztozony sktad matryc biologicznych.
Probki krwi, moczu, tkanek lub komorek zawierajg tysigce metabolitow
0 bardzo zrdéznicowanych wiasciwosciach fizykochemicznych, a tak-
ze o roznym poziomie stgzen. W konsekwencji proces oznaczania oraz
identyfikacji zwigzkow jest czesto skomplikowany, a przed wszystkim
czasochtonny.

Celem niniejszego badania byto opracowanie oraz optymalizacja zinte-
growanego algorytmu przetwarzania danych metabolomicznych pocho-
dzacych z analiz osocza oraz PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
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Cells), przy uzyciu LC-QTOF/MS (Liquid Chromatography Quadrupole
Time-of-Flight Mass Spectrometry).

Uzyskane z pomiarow analitycznych zestawy danych zostaly zaimpor-
towane do oprogramowania MassHunter Profinder 10.00 (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, CA, USA) w celu przeprowadzenia dekonwolucji
pikow oraz wyrdéwnania sygnatéw analitycznych pod wzgledem czasu
retencji oraz bledu pomiary masy monoizotopwej. Dalsze etapy przetwa-
rzania danych realizowano przy uzyciu modulowego schematu przetwa-
rzania danych wykorzystujacego srodowiska R oraz Python. Schemat ten
obejmowal procesy: filtrowania, oceny jako$ci, adnotacji cech, korelacji
danych eksperymentalnych z ogdlnodostepnymi bazami (HMDB), analize
ontologiczng zwigzkow, analizg statystyczna oraz wizualizacje wynikow.
Zastosowanie opracowanego schematu prowadzi do automatyzacji etapu
przetwarzania danych, znaczaco redukujac czas calego procesu. Moduto-
wa konstrukcja zapewnia szerokie mozliwosci zastosowania w réznych
badaniach metabolomicznych. Zastosowanie srodowisk R i Python, jako
komplementarnych narzedzi stwarza perspektywe petnej automatyzacji
etapu przetwarzania i procesowania danych pomiarowych w badaniach
metabolomicznych, przy zachowaniu dobrej jako$ci wynikow.

Finansowanie

Agencja Badan Medycznych: Krajowy Plan Odbudowy i Zwigkszania Odpornosci (KPO),
Komponent D Efektywnosé, dostepno$¢ i jako$¢ systemu ochrony zdrowia (projekt nr 2024/
ABM/03/KPO/KPOD.07.07-IW.07-0075/24-00).
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PATmed jest rozwijang przez studentow platforma obliczeniowa, kto-
rej celem dziatania jest wczesna predykcja toksycznosci bioaktywnych
zwigzkéw matoczasteczkowych. To narzedzie w formie interaktywnej
aplikacji, opracowywane jest z wykorzystaniem metod uczenia maszyno-
wego. Platforma umozliwia generowanie transparentnych predykcji tok-
sycznosci, ktére moga by¢ wykorzystane w procesie projektowania lekow.
Podczas realizacji projektu zgromadzono dane dotyczace zwigzkow bio-
aktywnych i biatek antytargetowych z ogdélnodostgpnych baz, ktore na-
stepnie zostaty wykorzystane do przeprowadzenia procedur dokowania
molekularnego. Uzyskane wyniki, obejmujgce warto$ci funkcji oceny

Rysunek 1.Wizualizacja struktury krystalicznej enzymu CYP2D6 z ligandem
zadokowanym w kieszeni wigzacej. Model przygotowany w ramach
projektu PATmed na podstawie danych strukturalnych z Protein Data
Bank (4WNT)
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oraz przewidywane pozy ligandéw w kieszeniach wigzacych, zostaty do-
datkowo wzmocnione poprzez wyznaczenie fingerprintow interakcji, co
pozwala na interpretacje oddziatywan ligand—biatko i lepsze zrozumienie
molekularnych podstaw przewidywanej wigzalnosci czasteczek, a co za
tym idzie ich potencjalnej toksycznosci.

Weryfikacja uzyskanych predykcji zostanie przeprowadzona w oparciu
o wyniki eksperymentalnie wyznaczonej wigzalno$ci ligandow do wyse-
lekcjonowanych biatek antytargetowych, co umozliwi oceng zgodnosci
wynikow obliczeniowych z rzeczywista aktywnos$ciag biologiczna.
Polaczenie metod uczenia maszynowego, dokowania molekularnego
i analizy danych w ramach jednego projektu studenckiego podkresla po-
tencjat PATmed jako rozwijajacego si¢ 1 praktycznego narz¢dzia wspie-
rajacego proces projektowania bezpiecznych lekow.

Projekt finansowany ze $rodkow budzetu panstwa, przyznanych przez Ministra Nauki i Szkolni-
ctwa Wyzszego w ramach Programu ,,Studenckie kota naukowe tworza innowacje”.

Ocena protekcyjnego potencjalu TRP: badania ex vivo
w hodowlach organotypowych hipokampa myszy
w warunkach aktywacji zapalnej
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Dhugotrwaty proces zapalny w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN)
jest zjawiskiem ztozonym, niekorzystnie rokujacym w chorobach mézgu
oraz nasilajagcym procesy neurodegeneracyjne w tym w przebiegu choro-
by Alzheimera (AD) [1]. Dlatego, strategie farmakologiczne ukierunko-
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wane na modulowanie i potegowanie efektywnosci wygaszania odpowie-
dzi zapalnej ciesza si¢ rosngcym zainteresowaniem. Obecnie stosowane
leki, w tym niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) chociaz skutecz-
ne, indukujg wiele efektéw niepozadanych o charakterze ogoélnoustrojo-
wym. Dlatego istotnym i strategicznie uzasadnionym jest poszukiwanie
nowych rozwigzan terapeutycznych. Jednym z obiecujacych kandyda-
tow jest wykazujacy potencjal przeciwzapalny w dziataniu obwodowym
zwiazek TRP, ktorego potencjat wobec komorek OUN nie byt jak dotych-
czas badany.

Celem naszych badan byta ocena protekcyjnego potencjatu TRP poprzez
jego wptyw na proces $mierci komoérek w warunkach immunoaktywacji
indukowanej lipopolisacharydem (LPS) w hodowlach organotypowych
hipokampa (OHC). Hodowle zaktadano z hipokampow 6—7-dniowych
myszy typu dzikiego (WT) oraz myszy APPN-FNLF (KT), stanowigcych
uznany zwierzecy model choroby Alzheimera (AD). Skrawki hipokampa
traktowano TRP w réznych st¢zeniach (0,1-100 uM) przez 1 godzing,
a nastgpnie poddawano dlugotrwatej 24-godzinnej immunomodulacji
(LPS, 1pg/ml). Parametry $mierci komorkowej oznaczano poprzez po-
miar aktywnog$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH), a zdolno$¢ antyok-
sydacyjna poprzez pomiar uwalniania tlenku azotu (NO) metodg Griessa.
Wykazano, ze TRP w stezeniach 11 10 uM skutecznie zmniejszat $mier-
telno$¢ oceniang testem LDH oraz hamowat syntez¢ NO w OHC akty-
wowanych immunologicznie, zarowno w hodowlach pochodzacych od
myszy WT jak i w modelu AD.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze TRP wykazuje dziatanie protekcyjne w ho-
dowlach organotypowych hipokampa w warunkach immunoaktywacji.

Zrodto finasowania: programme coordinated by the Medical Research Agency, co-financed
by the European Union under the NextGeneration EU initiative, within the framework of the
National Recovery Plan, Component D, Investment D3.1.1 (project no. 2024/ABM/03/KPO/
KPOD.07.07-IW.07-0173/24-00), WP4.
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Analiza oddzialywan ligand — bialko narzedziem CORAL-MD
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Analiza wynikéw z symulacji dynamiki molekularnej (MD) wymaga za-
stosowania wielu narze¢dzi oraz zaawansowanej wiedzy programistyczne;j.
Dodatkowo w literaturze brak jest jednoznacznych definicji oraz spdjne;j
klasyfikacji poszczegdlnych typow oddziatywan [1]. W celu usprawnie-
nia i ustandaryzowania analizy oddzialywan ligand—bialko, stworzylismy
narzedzie CORAL-MD (Correlational Analysis of Ligand-Protein Inte-
ractions), ktore jest wolnodostepne na stronie coralmd.if-pan.krakow.pl.
Narzedzie wykrywa oddzialywania w trajektoriach uzyskanych z sy-
mulacji MD[2]. Pozwala tez zbadaé, jak oddziatywania zmieniaja si¢
w czasie, umozliwiajac analize dynamiki ligand—biatko. Mozliwa jest tez
analiza porownawcza wielu trajektorii, co pozwala zrozumie¢ zmienno$¢
oddziatywan migdzy strukturami czy ligandami. W celu powigzania war-
tosci eksperymentalnych z wynikami z symulacji, przygotowaliSmy tez
metode opartg na analizie korelacji.

Kluczowa zaletg narzedzia jest brak wymogu posiadania umiejetnosci
programistycznych, co znaczaco poszerza grono potencjalnych uzytkow-
nikow. CORAL-MD moze by¢ wykorzystywane jako narzgdzie wspiera-
jace analize dynamiki oddziatywan oraz optymalizacje struktury ligan-
dow w procesach projektowania lekow.

Referencje

1 Salentin, S., Haupt, V. J., Daminelli, S., & Schroeder, M. Polypharmacology rescored:
protein-ligand interaction profiles for remote binding site similarity assessment. Prog
Biophys Mol Biol, 2014, 116, 174-186.

2. Salentin, S., Schreiber, S., Haupt, V. J., Adasme, M. F., & Schroeder, M. PLIP: ful-
ly automated protein-ligand interaction profiler. Nucleic acids research, 2015, 43,
W443-W447.
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Pterostilben jako zwigzek wielocelowy w chorobach
neurodegeneracyjnych — badania in silico
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Choroby neurodegeneracyjne stanowia narastajagce wyzwanie medyczne
ze wzgledu na ich ztoZzong patogeneze¢ oraz ograniczone mozliwosci te-
rapeutyczne [1-2]. Pterostilben (PTR), naturalny stilben o korzystnych
wlasciwosciach farmakokinetycznych [3], wzbudza coraz wigksze zain-
teresowanie jako potencjalny zwiazek o dzialaniu neuroprotekcyjnym,
jednak molekularne mechanizmy jego aktywnosci pozostaja nadal nie
w petni poznane.

Zastosowano zintegrowane podejscie oparte na farmakologii sieciowej
oraz analizie dokowania molekularnego w celu systematycznego zbada-
nia wielocelowych mechanizmow dziatania PTR w chorobach neurode-
generacyjnych, w tym chorobie Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona,
stwardnieniu zanikowym bocznym oraz niedokrwiennym uszkodzeniu
mozgu. Potencjalne cele molekularne PTR zidentyfikowano i zestawiono
z genami zwigzanymi z poszczegolnymi chorobami, a nastgpnie przepro-
wadzono analizy wzbogacenia funkcjonalnego.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze cele PTR sa gtownie zwigzane z regula-
cja apoptozy, stresem oksydacyjnym, neurozapaleniem, dysfunkcja mi-
tochondrialng, regulacja transkrypcji oraz odpowiedzig komoérkowa na
stres — procesami kluczowymi dla neurodegeneracji. Analiza szlakow syg-
nalowych uwidocznita rowniez istotne sieci zwigzane z przezyciem ko-
morek, regulacja odpowiedzi immunologicznej, sygnalizacjag hormonalng
oraz adaptacja do stresu. Analiza dokowania molekularnego wykazata sta-
bilne wigzanie PTR z wybranymi kluczowymi celami.

Otrzymane wyniki sugerujg, ze PTR moze wywiera¢ dzialanie neuropro-
tekcyjne poprzez skoordynowang modulacje wielu celéw molekularnych
i szlakow sygnatowych, stanowigc podstawe do dalszych badan ekspery-
mentalnych.
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PATmed:
Platforma do Analizy Toksycznosci bioaktywnych zwigzkow
maloczasteczkowych - dzialanie oraz wyjasnialnos¢ predykcji
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Proces wdrazania nowego leku jest niezwykle kosztowny i czasochlonny.
Jednocze$nie, prawdopodobienstwo sukcesu jest niewielkie — jesli na eta-
pie badan przedklinicznych jest ok. 250 zwiazkow, do badan klinicznych
przechodzi zaledwie kilka, a rejestrowany jest ostatecznie, co najwyzej,
jeden z nich [1].

Celem projektu PATmed jest stworzenie platformy stuzacej do przewi-
dywania toksyczno$ci zwiazkéw matoczasteczkowych na etapie badan
in silico, bez konieczno$ci przeprowadzania kosztownych syntez oraz
ogromnej ilosci badan in vitro i in vivo na wezesnych etapach.
Rdzeniem platformy jest algorytm w jezyku Python umozliwiajacy tre-
nowanie modeli uczenia maszynowego na danych toksycznosci zwiaz-
koéw, z wykorzystaniem wielu typodw/poziomow reprezentacji czasteczek.
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Platforma umozliwia uzyskanie predykcji potencjalnej toksycznosci dla
dowolnych zwigzkow z uzyciem wytrenowanych modeli.

W algorytmie zaimplementowana jest takze wyjasnialno$¢ predyk-
cji oparta o obliczenia warto$ci Shapley’a. Ta funkcjonalnos¢ pozwala
na okreslenie wptywu danych cech czgsteczki na przewidywana wiel-
ko$¢ —w tym przypadku toksycznos¢. Dla danych w reprezentacji finger-
printéw Morgana mozliwe jest wskazanie podstruktur czasteczki, ktore
w najwigkszym stopniu przyczyniajg si¢ do przewidywanej niepozadanej
aktywnosci (najwigksze wartosci Shapley’a), co moze stanowi¢ cenng
informacje¢ przy projektowaniu lekow o podobnej strukturze. Poprawnie
dziatajaca platforma PATmed, ktorej skuteczno$¢ zostanie sprawdzona
eksperymentalnie, ma w formie aplikacji stanowi¢ pomocne narzedzie
dla naukowcow zajmujacych si¢ projektowaniem lekow.
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Rysunek.1. Schematyczne przedstawienie dziatania platformy PATmed

Projekt finansowany ze $rodkéw budzetu panstwa, przyznanych przez Ministra Nauki i Szkolni-
ctwa Wyzszego w ramach Programu ,Studenckie kota naukowe tworzg innowacje”.
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Bol neuropatyczny dotyka 1,3—17,9% populacji na $wiecie i moze wyni-
kac¢ z wielu stanow patologicznych, m.in. chorob metabolicznych, infek-
¢ji, udaru czy nowotworow. Pomimo postepoéw w poznaniu jego mecha-
nizmoéw, skuteczng kontrole bolu uzyskuje jedynie okoto 33% pacjentow,
a zadna z dostgpnych terapii nie wykazuje dlugoterminowe;j skutecznos$ci
1 dobrej tolerancji. Obiecujacym podejsciem terapeutycznym jest zasto-
sowanie synergizmu farmakodynamicznego poprzez ligandy wielocelo-
we, ktore jednocze$nie modulujg wigcej niz jeden cel biologiczny, zwigk-
szajac skutecznos¢ leczenia i ograniczajac dziatania niepozadane. W tym
kontekscie szczegolne zainteresowanie budzg antagonisci receptora H,
histaminowego (H,R), wykazujacy takze powinowactwo do receptora
sigma-1 (o R). Oba receptory uczestniczg w patomechanizmach bolu no-
cyceptywnego i neuropatycznego.

W naszych badaniach jednoczesne podanie selektywnego antagonisty
H,R oraz antagonisty o R wywotywalo silniejszy efekt przeciwbolowy
niz podanie kazdego z nich osobno, co wskazuje na synergizm dziatania
[1]. Ponadto opracowali$my seri¢ dualnych antagonistow H,R/c R [2],
sposrod ktorych zwigzek KSK107 wykazal wyjatkowo wysoka skutecz-
no$¢ przeciwbolowa w modelach bolu nocyceptywnego i neuropatyczne-
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go, przewyzszajac ligandy selektywne oraz opioidy. Wyniki te potwier-
dzajg potencjal terapeutyczny wielocelowej modulacji H,R/c R jako no-
watorskiego podej$cia w leczeniu bolu.

Badania zostaty przeprowadzone dzigki wsparciu finansowemu NCN (2022/45/B/NZ7/03101).
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Nowe strategie w leczeniu stanow lekowych
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Szacuje sig, ze 1% populacji ogolnej znajduje si¢ w spektrum autyzmu,
a do 44% u tych 0sob wspotwystepuje co najmniej jeden rodzaj zaburze-
nia lekowego [1]. Osoby te czgsto wykazuja opornos$¢ na dostepne far-
makologiczne metody leczenia, co tworzy istotng potrzebe opracowania
nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwlgkowym [2].

Obiecujacym modelem zwierzecym do badan przesiewowych w tym
zakresie jest rybka danio (Danio rerio), ze wzglgdu na szybki rozwoj,
wysoka liczebno$¢ potomstwa oraz translacyjng warto§¢ w modelowa-
niu zaburzen neurorozwojowych. Szczegdlnie odpowiednim modelem
do badania spektrum autyzmu ze wspotistniejagcymi zaburzeniami lgko-
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wymi jest linia z mutacjg w genie 7sc2. Mutacja ta modeluje stwardnie-
nie guzowate (TSC, ang. Tuberous Sclerosis Complex) — rzadka choro-
be genetyczng wystepujaca globalnie u okoto 2 milionéw osob [3]. TSC
charakteryzuje si¢ powstawaniem licznych tagodnych guzkow w réznych
narzadach, w tym w moézgu, prowadzac czgsto do padaczki oraz szero-
kiego spektrum objawow neuropsychiatrycznych (TANDs, ang. 7SC-as-
sociated neuropsychiatric disorders). Do spektrum TANDs nalezg m.in.
zaburzenia ze spektrum autyzmu, stany Igkowe oraz niepetnosprawnosé¢
intelektualna [4], co czyni model rybki z mutacja Tsc2 wartosciowym
narzedziem do badan nad naktadajgcymi si¢ patomechanizmami tych za-
burzen i poszukiwan nowych terapii.
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Ekto-5’-nukleotydaza (CD73) to enzym uczestniczacy w katabolizmie
nukleotydow, zlokalizowany zaréwno w przestrzeni zewnatrzkomorko-
wej, jak 1 w btonach struktur wewnatrzkomoérkowych. Nasze wczesniej-
sze badania wykazaty znaczng akumulacje jednego z substratow reak-
cji zaleznej od witaminy B, (B,,) w tkankach myszy z nokautem CD73
(CD73KO). Celem niniejszej pracy byto poglebienie wiedzy na temat
roli CD73 w metabolizmie B, ,. W czgsci in vivo wykorzystano myszy
CD73KO oraz zwierzeta kontrolne (WT). Przeprowadzono ocen¢ beha-
wioralng, analiz¢ morfologii krwi, oznaczenia stgzenia B, i powigzanych
metabolitow w surowicy, a takze oceng pozioméw biatek oraz aktywno-
sci enzymow zaleznych od B, w tkankach. Zwierzeta poddano rowniez
suplementacji B ,. W czgSci in vitro zastosowano pierwotne linie astrocy-
tow 1 mikrogleju wyizolowane z badanych modeli zwierzecych oraz linie
ludzkie (HMC3 i Svg P12). Kolokalizacj¢ CD73 z biatkami metabolizmu
B,, oceniono metodg immunofluorescencji. Wychwyt B, analizowano
w komorkach CD73KO, WT oraz WT traktowanych inhibitorem CD73.
Komorki te poddano rowniez niecelowanej analizie proteomicznej. Do-
datkowo, w badaniach wykorzystano surowice 0sob zdrowych i oznaczo-
no w niej poziom B, i powigzanych metabolitow oraz skorelowano uzy-
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skane wyniki z aktywnoscig CD73 w osoczu. W celu wstepnego potwier-
dzenia interakcji CD73 z lizosomalnymi transporterami B, przeprowa-
dzono modelowanie molekularne. Myszy CD73KO wykazywaty obnizo-
ne poziomy B, w tkankach, zmniejszong aktywnos¢ enzymow zaleznych
od tej witaminy oraz podwyzszone st¢zenia osoczowych wskaznikow jej
niedoboru tj. kwas metylomalonylowy (MMA) i homocysteina, ktorym
towarzyszyly objawy kliniczne. Co istotne, 8-tygodniowa suplementacja
B,, nie odwrocita obserwowanych zaburzef. W badaniach in vitro wy-
kazano zmniejszony wychwyt B, zarowno w komorkach CD73KO, jak
1 WT po zahamowaniu aktywnosci CD73. Analiza proteomiczna ujawnita
zmiany w szlakach zwigzanych z metabolizmem B, . Zaobserwowano
silng kolokalizacj¢ CD73 z transporterem lizosomalnym B, - ABCD4, co
sugeruje udzial tego biatka w uwalnianiu B, z lizosomow. Modelowanie
molekularne potwierdzito wysokie prawdopodobienstwo interakcji mig-
dzy tymi biatkami. Podsumowujac, CD73 moze odgrywac istotng role
w wewngtrzkomorkowym transporcie B ,, a jego dysfunkcja prowadzi¢
moze do zaburzen jej metabolizmu i objawow niedoboru, nawet pomimo
prawidtowej suplementacji. Wyniki te sugeruja, ze CD73 moze stanowic
nowy, potencjalny cel terapeutyczny idiopatycznych przypadkéw niedo-
borow B, ..
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Hypuzynacja to unikalna modyfikacja potranslacyjna, ktorej ulega wy-
lacznie jedna lizyna w eukariotycznym czynniku translacyjnym 5A
(eIF5A). Modyfikacja ta jest niezbgdna dla prawidtowego przebiegu
translacji przez co rowniez dla prawidlowej proliferacji kazdej zywej ko-
morki. Kluczowym etapem tego procesu jest reakcja katalizowana przez
syntaze deoksyhypuzyny (DHS), ktorej dysfunkcje wigza si¢ z patoge-
nezg nowotworow, cukrzycy oraz rzadkich schorzen neurorozwojowych.
Pomimo istotnej roli biologicznej tego enzymu, brak specyficznych na-
rzedzi molekularnych ogranicza badania nad jego regulacja.

W niniejszej pracy wykorzystujemy technike krystalograficznego frag-
ment screeningu (CFS) — wysokoprzepustowa technike polegajacg na
bezposrednim obrazowaniu oddziatywan matych czasteczek z biatkiem.
Gtowng zaleta CFS jest mozliwos¢ identyfikacji stabych, lecz wysoce
specyficznych oddziatywan w nowych miejscach wigzania, co pozwa-
la na precyzyjne mapowanie powierzchni biatka i dostarcza informacji
strukturalnych niezbgdnych do racjonalnego projektowania lekow.
Nasza analiza strukturalna ujawnita 67 unikalnych fragmentéw wigzacych
si¢ do ludzkiego biatka DHS w 136 miejscach, ktore mogg zosta¢ podzie-
lone na 5 klastrow. Szczegolnie ciekawe byto zidentyfikowanie fragmentu
VT00065, ktory selektywnie modyfikuje katalityczng lizyne (K329), su-
gerujac nowa strategie projektowania inhibitorow kowalencyjnych. Zaob-
serwowano réwniez, ze wigzanie fragmentow indukuje znaczne zmiany
konformacyjne motywu regulatorowego, odstaniajagc miejsce aktywne
i wskazujac na nowe potencjalne mechanizmy regulacji allosteryczne;j.
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Uzyskane wyniki strukturalne stanowig podstawy do projektowania sond
molekularnych do dalszego badan, a takze nowych inhibitorow oraz akty-
watorow, co otwiera nowe perspektywy terapeutyczne w leczeniu chordb
zwigzanych z hypuzynacja.
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Receptor 5-HT |, odgrywa kluczowg rolg w regulacji funkcji osrodkowe-
go uktadu nerwowego, w tym kontroli nastroju, funkcji motorycznych
oraz percepcji bolu. Pomimo jego znaczenia terapeutycznego, wsrod
aktualnie stosowanych lekéw brak jest wysoce selektywnych, pelnych
agonistow tego receptora. Dostepne klinicznie ligandy wykazujg ogra-
niczong selektywno$¢ receptorowa i najczesciej czgsciowy agonizm, co
moze przektada¢ si¢ na niezadowalajgca skutecznos¢ i dziatania niepozg-
dane. Tymczasem dane eksperymentalne wskazuja, ze selektywny, pelny
agonizm wobec rec. 5-HT, , — potencjalnie ukierunkowany na okreslone
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szlaki sygnalowe — moze zapewnia¢ korzystniejszy profil terapeutyczny.
W odroznieniu od obecnie stosowanych zwigzkow, pochodne benzoilo-
piperydyno-metanaminy, takie jak NLX-101, NLX-204 czy NLX-219, sg
selektywnymi pelnymi agonistami rec. 5-HT | ,. Co wigcej, wykazujg one
selektywnos¢ funkcjonalna wobec szlakow sygnalizacyjnych obejmujg-
cych fosforylacje ERK1/2, przy ograniczonej aktywacji alternatywnych
szlakéw. Zwiazki te wykazaly wybitng aktywno$¢ w przedklinicznych
modelach depresji (CMS), a takze w modelach choroby Parkinsona czy
bolu.
1 NLX-219 o

Cl N R! n /@
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R3

W poszukiwaniu nowych, selektywnych funkcjonalnie agonistow rec.
5-HT,, postanowilismy eksplorowac alternatywny fragment centralny,
ktory moglby sprzyjac stabilizacji odmiennych konformacji receptora,
potencjalnie powigzanych z r6znymi profilami aktywacji szlakow sygna-
lizacyjnych. W tym celu dokonaliSmy bioizosterycznej wymiany uktadu
piperydyno-metanaminy na sztywniejszy i bardziej trojwymiarowy uktad
azaspiro[3.3 Jheptan-6-aminy.

Zaprojektowane analogi modelowego zwigzku NLX-219 otrzymano
w trojetapowej syntezie, rozpoczynajacej si¢ od komercyjnie dostgpnej
pochodnej 2-azaspiro[3.3]heptan-6-aminy. Optymalizacja warunkoéw re-
akcji umozliwila opracowanie niezawodnej i wydajnej metody syntezy
spirocyklicznych analogow NLX-219. Wstepna charakterystyka farma-
kologiczna otrzymanych zwigzkow ujawnita selektywng aktywacje szla-
kow rec. 5-HT,, zaleznych od biatka G, mierzong hamowaniem cAMP,
przy braku rekrutacji B-arrestyny.

Projekt realizowany w ramach grantu NCN nr 2021/41/B/NZ7/04275.
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Multidrug resistance (MDR) in Gram-negative bacteria is a major
global health concern, with pathogens like Acinetobacter, Salmonella
and Shigella classified as high risk threats. Translation elongation factor
P (EF-P) is essential for overcoming ribosomal stalling at polyproline
motifs, frequently occurring in proteins related to bacterial resistance
such as efflux pumps. In bacteria, a posttranslational modification is
required for EF-P activation [1]. Most commonly a specific lysine residue
undergoes B-lysinylation, catalyzed by the ATP-dependent EpmA ligase.
Deletion of either the efp gene or its modifying enzyme was shown to be
detrimental for Sa/monella enterica resistance to environmental stresses
such as the presence of antibiotics [2]. Disrupting this modification could
impair bacterial fitness and enhance antibiotic efficacy, yet no inhibitors
of EpmA currently exist.

This project employs crystallographic fragment screening to identify
potential inhibitors targeting EpmA. This method detects low molecular
weight compounds binding to key enzyme sites, providing a foundation
for structure-guided drug development. Advances in high throughput
X-ray crystallography and computational tools, such as PanDDA, now
enable the efficient screening of large fragment libraries. Preliminary
studies on human hypusination enzymes demonstrated a high hit rate,
validating the approach [3].

By mapping the druggable sites of EpmA and screening homologous
enzymes, this study will provide insights into EF-P regulation and
bacterial adaptation. Ultimately, the identification of EpmA inhibitors
could lead to novel antimicrobial strategies, addressing the urgent need
for new treatments against MDR pathogens.
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Okres embrionalny stanowi kluczowe okno rozwojowe mozgu, w ktorym
niezbedna jest precyzyjna regulacja sygnalow fizjologicznych i moleku-
larnych, zapewniajaca prawidtowe funkcjonowanie przez cate zycie (Prem
et al., 2020). Stwardnienie guzowate (ang. Tuberous Sclerosis Complex,
TSC) jest genetycznym zaburzeniem neurorozwojowym spowodowanym
utratg funkcji genow TSCI lub TSC2, co prowadzi do nadaktywnosci szla-
ku mTORCI. Charakterystyczng cechg TSC jest wystepowanie zaburzen
neuropsychiatrycznych (ang. TSC-associated neuropsychiatric disorders,
TAND), wérdd ktorych znajduje si¢ zaburzenie ze spektrum autyzmu (ang.
Autism Spectrum Disorder, ASD) (Kedra et. al., 2020).

Model zebrafish (Danio rerio), dzigki przejrzystosci zarodkow oraz ze-
wnetrznemu rozwojowi, umozliwia badanie nieprawidtowosci neuroroz-
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wojowych in vivo (Vaz et al., 2019). Kedra et al. (2020) wykazali, ze
ryby z deficytem tsc2 charakteryzuja si¢ nieprawidtlowym grupowaniem
aksonoéw oraz zwezeniem szlaku aksonowego spoidta przedniego (ante-
rior commissure, AC), a takze prezentujg zachowania lgkopodobne. Ana-
liza molekularna ujawnita podwyzszony poziom mRNA gendéw dock3
(kluczowego regulatora wczesnego wzrostu aksonow), dock4 (uczest-
niczacego w roéznicowaniu neurytow oraz w polaryzacji aksonalno-den-
drytycznej) oraz elmo2 (aktywatora szlaku Rac1 kontrolujgcego migracje
komorek i adhezje).

Geny nalezace do rodziny DOCK s3 klasyfikowane przez SFARI jako
geny ryzyka ASD, co wskazuje, ze genetyczny model TSC umozliwia za-
glebienie si¢ w genetyczne podtoze mechanizmoéw odpowiedzialnych za
fenotyp ASD (Simons Foundation Autism Research Initiative, 2023). Ist-
nieje wysoka (okoto 80%) zgodno$¢ genetyczna pomigdzy cztowiekiem
a ryba zebrafish, obejmujaca réwniez konserwacje sekwencji genow
dock3 idock4, co pozwala traktowac je jako potencjalne nowe cele badan
nad fenotypem autystycznym w populacji zmutowanych ryb. Wyniki te
otwierajg perspektywe dalszych badan nad podtozem ASD, w ktoérych
kluczowg rolg moga odgrywaé zaburzenia migracji komorek oraz syg-
nalow kierujacych wzrostem aksonow, regulowanej m.in. przez biatka
z rodziny DOCK.
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Mimo dostepnosci skutecznych schematoéw leczenia, gruzlica wywoty-
wana przez Mycobacterium tuberculosis (MTB) nadal jest powaznym
globalnym problemem dla zdrowia publicznego. Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO) wskazuje, ze zachorowalno$¢ utrzymuje si¢ na wysokim
poziomie, a szczegdlnym wyzwaniem pozostaje gruzlica lekooporna.
Dlatego, obok usprawniania diagnostyki i terapii, potrzebne sg nowe leki
o odmiennych mechanizmach i celach dziatania. W trakcie dojrzewania
i degradacji RNA w komorce powstaja bardzo krotkie fragmenty — na-
noRNA, ktore mogg zaburza¢ metabolizm kwasow nukleinowych, m.in.
inicjowac transkrypcje 1 zmienia¢ miejsce jej startu, wptywajac na profil
transkryptomiczny [1]. Jesli nie sg szybko hydrolizowane, moga réwniez
zaburza¢ rownowage puli nukleotydow, dlatego organizmy posiadaja en-
zymy rozktadajace nanoRNA do mononukleotydow. Dane literaturowe
i analizy in silico wskazuja, ze u M. tuberculosis funkcjonuja dwa takie
enzymy: oligoribonukleaza Orn (Rv2511) oraz biatko NrnA (Rv2837c)
zrodziny DHH-DHHA1, ktore wykazuje takze aktywno$¢ fosfodiestera-
zy c-di-AMP. Badania biochemiczne sugeruja ponadto, ze Rv2837¢c moze
hydrolizowa¢ krotkie substraty nukleinowe, taczac kontrole produktow
degradacji RNA z regulacjg sygnalizacji nukleotydowej [2,3].

Celem naszych badan jest ocena, czy Orn i NrnA sg niezbedne dla prze-
zycia pratkow, charakterystyka ich aktywnosci in vitro 1 in vivo oraz opra-
cowanie wysokoprzepustowego testu przesiewowego in vitro do selekcji
specyficznych inhibitoréw. Z perspektywy poszukiwania lekéw przeciw-
gruzliczych Rv2511 1 Rv2837c¢ stanowig obiecujace cele molekularne,
poniewaz sg metalozaleznymi enzymami kluczowymi dla kontroli me-
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tabolizmu krotkich fragmentow RNA oraz sygnalizacji c-di-AMP, a ich
zahamowanie moze zaburza¢ istotne procesy fizjologiczne pratka.

Referencje

1. Goldman SR, Sharp JS, Vvedenskaya IO, Livny J, Dove SL, Nickels BE. NanoRNAs
prime transcription initiation in vivo. Mol Cell. 2011 Jun 24;42(6):817-825.

2. Postic G, Danchin A, Mechold U. Characterization of NrA homologs from Mycobac-
terium tuberculosis and Mycoplasma pneumoniae. RNA. 2012 Jan;18(1):155-165.

3. HeQ,WangF, LiuS, Zhu D, Cong H, Gao F, et al. Structural and Biochemical Insight
into the Mechanism of Rv2837c from Mycobacterium tuberculosis as a c-di-NMP
Phosphodiesterase. J Biol Chem. 2016 Feb 12;291(7):3668-3681.

Wplyw produktu uzyskanego na bazie MSC o nazwie
ABX-0707 na przezycie i proliferacje¢ pierwotnych neuronéw
korowych w szczurzym modelu asfiksji neonatalnej in vitro

Karolina Zigbska-Pacze$', Justyna Garga$', Maja Pelczarska? Aleksandra
Pobudkiewicz?, Monika Rytel?, Matgorzata Ziemka-Natecz'!, Anna Sarnowska?,
Joanna Sypecka’

1 Zaktad Neurobiologii Naprawczej, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa
Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk, ul. Pawinskiego 5, Warszawa, Polska

2 Platforma Badan Translacyjnych w zakresie Medycyny Regeneracyjnej, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk, ul.
Pawinskiego 5, Warszawa, Polska

adres e-mail osoby prezentujgcej: kziabska@imdik.pan.pl

Okotoporodowe niedotlenieniowo-niedokrwienne uszkodzenia
mozgu, znane jako asfiksja okotoporodowa, stanowia istotng przy-
czyng trwatych uszkodzen mozgu, ktdre moga prowadzi¢ do dlugo-
trwalych zaburzen neurologicznych, a w skrajnych przypadkach —
do zgonu noworodka [1]. Mimo licznych badan, u noworodkow
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z asfiksja okoloporodowg jako metode neuroprotekcji stosuje sie
jedynie hipotermi¢ terapeutyczng [2]. Jednakze zastosowanie hi-
potermii nie zawsze moze mie¢ miejsce. Wsrdd nowych strategii
terapeutycznych rosngcg popularnoscig cieszg si¢ leki biologiczne,
takie jak komorki macierzyste. Wychodzac naprzeciw rosngcemu za-
potrzebowaniu na nowe terapie, w niniejszym badaniu zastosowano
model asfiksji okotoporodowej in vitro, w ktorym pierwotne neuro-
ny korowe izolowano z mo6zgoéw 1-dniowych szczurzych oseskow
stada Wistar. Komoérki hodowano w warunkach normoksji fizjo-
logicznej (5% O,, 5% CO,), nastgpnie czes¢ hodowli poddawano
warunkom hipoksyjno-ischemicznym, poprzez usuniecie glukozy
i tlenu z pozywki hodowlanej (OGD), przez 40 minut, co skutecz-
nie imituje niedotlenienie-niedokrwienie w warunkach in vitro. Po
tej procedurze komorki hodowano w $wiezej pozywce z dodatkiem
produktu uzyskanego na bazie mezenchymalnych komodrek macie-
rzystych (MSC) o nazwie ABX-0707 w r6znych stezeniach. Zebra-
ny po 24 godzinach materiat biologiczny byt nast¢pnie poddawany
dalszym analizom, takim jak: ocena cytotoksycznosci przy uzyciu
testu LDH, ocena przezycia komorek przy uzyciu barwnika Sytox,
oraz ocena proliferacji komorek przy wykorzystaniu markera anty-
-Ki67. Przeprowadzono tez przezyciowa dobowa obserwacje ko-
morek z wykorzystaniem systemu holotomograficznego Tomocu-
be. Na postawie uzyskanych wynikow wykazano, ze produkt ABX-
0707 nie jest cytotoksyczny dla pierwotnych neuronéw korowych,
a w grupie podanej procedurze OGD dziata neuroprotekcyjnie oraz
zwigksza proliferacje komorek.

Finansowanie: Agencja Badan Medycznych w ramach Krajowego Planu Odbudowy.
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Identifying how genetic background influences response to antipsychotics
is critical for advancing precision-based schizophrenia treatments. We
investigated behavioral and transcriptomic responses to acute risperidone
treatment in a mouse model of the human 3q29 deletion, arare copy number
variant associated with over a 40-fold increased risk of schizophrenia [1].
Adult mutant and wild-type littermates underwent two behavioral
sessions assessing acoustic startle and prepulse inhibition (PPI). The
first session established baseline behavior in drug-naive animals. In the
second, mice received risperidone (0.5 or 1 mg/kg) or saline. Brains were
collected two hours after treatment (1 mg/kg). To assess the molecular
mechanisms underlying the differential response to antipsychotic
treatment, we performed a spatial analysis of gene expression induced by
acute risperidone treatment.

At baseline, mice with the 3q29 equivalent deletion exhibited elevated
startle amplitudes but intact PP1. While treatment with risperidone reduced
startle irrespective of genotype, its effect on PPI was dose-dependent in
control animals, while mutants exhibited an attenuated response. Spatial
transcriptome profiling revealed gene expression patterns consistent
with forebrain anatomy and confirmed widespread reductions in
transcript abundance originating from the deletion locus. Risperidone
induced distinct transcriptional profiles across genotypes, with 64 genes
differentially affected by treatment. These included 13 genes that were
associated with schizophrenia risk, linking drug response to underlying
genetic vulnerability.
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Together, these findings demonstrate that genetic background influences
both behavioral and molecular sensitivity to antipsychotic treatment.
This work underscores the importance of integrating genetic risk into
pharmacological research and supports the development of genotype-
informed strategies for schizophrenia therapy.

Referencje

1 Mulle J. G. (2015). The 3g29 deletion confers >40-fold increase in risk for schizophre-
nia. Molecular psychiatry, 20(9), 1028-1029. https://doi.org/10.1038/mp.2015.76.
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Violaceina jest naturalnym barwnikiem bisindolowym produkowanym
przez niektdre bakterie Gram-ujemne, wykazujacym aktywnos¢ przeciw-
nowotworowg i przeciwdrobnoustrojowa. Jej zastosowanie biologiczne
i potencjalne zastosowanie kliniczne sa ograniczone przez wysoka li-
pofilowos¢ i niskg rozpuszczalno$s¢ w wodzie. Celem pracy byta ocena
wolnej oraz liposomalnej violaceiny jako nowego sonouczulacza w tera-
pii sonodynamicznej (SDT), ze szczegdlnym uwzglednieniem komorek
czerniaka oraz wybranych patogenow.
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Liposomy z violaceing otrzymano metoda mikroprzeplywu z uzyciem
fosfatydylocholiny, cholesterolu i DOTAPu. Nanoliposomy charaktery-
zowaly si¢ niewielkim rozmiarem (<50 nm), niska polidyspersyjnoscia
1 wysoka wydajnoscig enkapsulacji, umozliwiajac stabilne dostarczanie
violaceiny w $rodowisku wodnym. Badania sonochemiczne wykazaty
aktywacj¢ violaceiny pod wptywem ultradzwickow (1 MHz; 3W), ktora
warunkowata generowanie reaktywnych form tlenu, w tym anionorod-
nika ponadtlenkowego oraz tlenu singletowego. Aktywnos¢ biologicz-
ng SDT oceniano in vitro na pierwotnych (MICH-2) i przerzutowych
(HTB-140) liniach czerniaka oraz na fibroblastach ludzkich (MRC-5).
Sonikacja istotnie nasilala cytotoksycznos$¢ violaceiny, zwlaszcza lipo-
somalnej, redukujac zywotno$¢ komorek nowotworowych o ponad 90%
przy stezeniach submikromolowych. Efekt wigzat si¢ m.in. z wywola-
nym stresem oksydacyjnym uszkodzeniem bton komorkowych, prowa-
dzacym do apoptozy. Pomimo wrazliwosci fibroblastow na SDT, r6znice
w dynamice odpowiedzi sugerowaty odmienne mechanizmy wychwytu
i odpowiedzi komorkowej. Rownolegle oceniono potencjat przeciwdrob-
noustrojowy SDT z violaceing wobec bakterii i grzybéw w formie plank-
tonu oraz biofilmu. Aktywno$¢ byta zroznicowana w zaleznosci od szcze-
pu, z najsilniejszym efektem wobec Vibrio vulnificus i Candida auris.
Wyniki wskazuja, ze violaceina, szczegolnie w liposomach wrazliwych
na ultradzwigki, jest obiecujagcym sonouczulaczem do dalszych badan
przedklinicznych w terapii nowotworow i zakazen.

Referencje
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Stress activates the hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis,
leading to the release of glucocorticoids. These hormones activate the
glucocorticoid receptor (GR), a transcription factor that regulates genes
involved in metabolism, immunity, and brain function. Chronic HPA
activation disrupts GR signaling, which is considered a hallmark of stress-
related disorders such as depression [1]. However, a characterization of
GR-dependent genes in the context of mental health remains limited.

We created a database of GR-dependent genes from 47 publications,
comprising 54,325 records and 13,207 unique protein-coding genes.
Leveraging the database, we defined two systemic GR-dependent
gene signatures: 208 activated and 119 repressed by GR. The systemic
signatures were tested for genetic associations based on shared genes
with phenotype-associated gene sets derived from DisGeNET (category:
Mental Disorders, FO3; n = 81 phenotypes), the GWAS Catalog (category:
Mental or Behavioural Disorder, EFO:0000677; n = 137 phenotypes,
Powas < 1 % 107), and GeneBass (category: mental health follow-up &
mental and behavioural disorders; n = 96 phenotypes, p, ., < 0.01).

In total, 184 genes were significantly associated with 50 phenotypic tra-
its (FDR < 0.05). Within the DisGeNET phenotype set, bipolar disorder
exhibited the lowest p-value (p = 6.0 x 107"") and was associated with
20 GR-activated genes. This association included well-characterized
GR-responsive markers such as FKBP5, MAOA, and PER2, as well as
less-characterized candidates including ADARBI, FZD4, and SIPRI.
Alzheimer’s disease exhibited the lowest p-value among GWAS Catalog
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phenotypes (p = 5.5 X 107°) and was associated with genes linked to li-
pid and metabolic pathways, including SORTI, TRIB1, and neuroimmune
and inflammatory signaling pathways, such as PTK2B and EGFR. To-
gether, these results link novel and known GR-regulated genes to a range
of mental health phenotypes, most prominently neurodegenerative, sub-
stance use, and mood-related disorders. Our database provides a frame-
work for delineating the biological pathways through which stress influ-
ences mental health.

Referencje

1. Silverman MN, Sternberg EM. Glucocorticoid regulation of inflammation and its fun-
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New York Academy of Sciences 2012;1261:55-63.
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