STRESZCZENIE

Terminem ,,witamina D” okre$la si¢ grupe czasteczek steroidopodobnych, do ktorych nalezg m.in.
witamina D,, witamina D3 i 1a,25-dihydroksywitamina Ds (1,25D; kalcytriol). Ten ostatni zwigzek
powstaje w organizmie na skutek przemian witaminy D3, zachodzacych gtownie w watrobie i nerkach.
1,25D jest formg aktywna biologicznie, hormonem, ktory dziala za pomoca swoistego jadrowego
receptora witaminy D (VDR), z ktorym taczy si¢ wewnatrz jej docelowych komorek.

1,25D wywiera wptyw gtownie na gospodarke wapniowo-fosforanowg i zwigzane z nig tkanki —
jelita, nerki i kosci. 1,25D moduluje takze funkcjonowanie uktadu odpornosciowego i reguluje
procesy proliferacji i r6znicowania.

W zwiazku z szerokim zakresem dziatania 1,25D oraz sukcesami w projektowaniu i wprowadzeniu
na rynek lekow ukierunkowanych na inne receptory jadrowe, pojawita si¢ che¢ wykorzystania 1,25D
w leczeniu chor6b takich jak krzywica, osteoporoza, choroby autoimmunologiczne czy nowotwory.
Niestety 1,25D ma ograniczone zastosowanie w terapii, ze wzgledu na toksyczne dzialanie
hiperkalcemiczne w dawkach terapeutycznych. Poszukiwano zatem analogéw 1,25D, dajacych
mniejsze skutki uboczne, ale z zachowanymi pozostalymi korzystnymi wlasciwosciami.
Zsyntetyzowano tysiagce zwiazkow, ale tylko kilka z nich trafilo na rynek jako leki. Naleza do nich
kalcypotriol wykorzystywany w leczeniu tuszczycy czy tez parykalcytol w terapii wtérnej
nadczynno$ci przytarczyc w zwiazku z przewlekta niewydolnoscia nerek.

Dotychczasowe syntezy analogdéw 1,25D odbywaja si¢ metoda prob i bledow, a otrzymane zwiazki
majg zroznicowane dziatanie biologiczne. Jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy sa niejasne podstawy
obserwowanego odmiennego dziatania 1,25D na komorki i tkanki.

Dzigki wspotpracy z trzema osrodkami badawczymi otrzymano pie¢ grup nowo zsyntetyzowanych
zwigzkow, stanowigcych przekroj ligandow receptora VDR o roznych strukturach. Nalezaly do nich
analogi z modyfikacja 19-nor i modyfikacjami w tancuchach bocznych oraz pier$cieniu A (analogi
serii PRI, AF i PB), analogi o strukturze seco-B steroidowej (UNNAT i NAT) oraz pochodne kwasu
litocholowego (zwiazki SUNIL), wtornego kwasu zolciowego, ktory wiaze si¢ z receptorem VDR z
bardzo stabym powinowactwem. Na podstawie dotychczasowych danych literaturowych, mozna byto
przypuszczaé, ze wszystkie te zsyntetyzowane zwigzki beda miaty lepsze dziatanie biologiczne.

W pierwszym etapie badan przedstawionych w niniejszej pracy doktorskiej scharakteryzowano
otrzymane zwiazki. Badania rozpoczeto od okre§lenia powinowactwa ich wigzania do
rekombinowanego receptora VDR w teécie wspolzawodnictwa opartego o pomiar polaryzacji
fluorescencji. Dla cze$ci zwiazkow serii AF i PB zakonczono badania na tym etapie ze wzgledu na
relatywnie stabe powinowactwo. Nastepnie przystapiono do badania aktywnosci biologicznej. W tym
celu wykorzystano linie komoérkowe stanowigce modele tkanek biorgcych udziat w gospodarce
wapniowo-fosforanowej (gruczolakoraka jelita grubego HT-29, HEK293-FRT z embrionalnych
komorek nerki, kostniakomiesaka U-2-OS). Dodatkowo wybrano linie komoérkowg HL-60 ostrej
biataczki szpikowe;j.

W badaniu potencjatu do réznicowania komorek HL-60 w kierunku monocytéw/makrofagow,
okreslonemu dzigki cytometrii przeptywowej, najsilniejsze dziatanie stwierdzono dla zwigzkow serii
PRI oraz SUNIL, dlatego na tym etapie dokonano selekcji i zaprzestano badan nad analogami serii AF
i PB oraz UNNAT i NAT.

Analogi serii PRI i zwigzki SUNIL analizowano pod katem ich aktywnosci biologicznej, badajac
zdolno$¢ do akumulacji receptora VDR we frakcji jadrowej i do aktywacji kinaz ERK1/ERK2 w
technice Western blot oraz zdolno$¢ do indukcji ekspresji gendw zwigzanych z katabolizmem 1,25D



(CYP24Al), wchtanianiem wapnia (TRPV6) czy roznicowaniem (CD14) w komoérkach bedacych
modelami tkanek, wykorzystujac tancuchowa reakcj¢ polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-time
PCR). Porownujgc ww. zwigzki stwierdzono, ze rézna aktywno$¢ analogow in Vvitro osiggana jest juz
na poziomie komoérki. W kolejnym etapie badan postanowiono zbadaé, czy za rézng aktywnoscia
moze sta¢ ich odmienny transport do wnetrza komdrki. W tym celu zbadano ekspresje genow w
liniach komoérkowych, kodujacych biatka mogace bra¢ udzial w transporcie witaminy D — PDIA3
(MARRS), kubiling i LRP2 (megaling). Najwigksza ekspresje wykazywal gen LRP2 kodujacy
btonowe biatkko LRP2 w komoérkach linii HEK293-FRT. Przeprowadzono nokaut tego genu
wykorzystujac technike CRISPR/Cas9. Wyselekcjonowane klonalne linie komdrkowe traktowano
analogami serii PRI oraz zwigzkiem SUNIL-1, a nastgpnie ponownie badano ekspresje CYP24A1.
Uzyskane wyniki nie pozwalajg na stwierdzenie, ze za r6zng aktywnoscia analogéw stoi ich odmienny
transport przy udziale LRP2.



