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Opracowanie i badania nowego typu stymulator6w gojenia ran opartych o petle
wigzace rodziny czynnikow wzrostu PDGF i VEGF

Szacuje sig, ze rocznie okoto 1-2% Europejczykow cierpi z powodu tzw. ran przewlektych, ktérych
leczenie pochtania nawet 2-3% budzetu. Szczegdlnie problematyczne grupy stanowig: pacjenci po radio-
i chemioterapii, osoby z przewlektymi odlezynami, owrzodzeniem zylnym, oraz co wazne - pacjenci
z cukrzyca. Dane w tej grupie pokazuja, ze az w 15-30% pacjentow boryka si¢ z problemem trudno gojacych
si¢ ran prowadzac do tzw. stopy cukrzycowej. Rany tego typu, oprocz znacznych kosztow leczenia,
co wazniejsze, prowadza w okoto 20% przypadkéw do amputacji konczyn. Patofizjologiczne podstawy
tworzenia i przebiegu tej choroby nie sg do konica poznane. Wiele badan wskazuje jednak, ze jednym z jej
powoddw jest obnizenie poziomu tzw. czynnikéw wzrostu. W momencie np. zranienia sg one produkowane
1 wigza si¢ z zewnatrzkomérkowymi receptorami wptywajac na proliferacje, migracje czy réznicowanie
komorek skory. Badania pokazuja, ze u 0sob ze stopg cukrzycowa, m.in. poziom czynnikoéw wzrostu (oraz ich
receptorow) takich jak: ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF) oraz czynnik wzrostu s$rodbtonka
naczyniowego VEGF, jest obnizony. Czynniki te wystepuja w postaci hetero lub homodimerow tj. PDGF-
BB,AB,CC,DD i VEGF-AA, BB, CC, DD itp. Wigzg si¢ one gltéwnie do receptorow PDGFR o/
oraz VEGFR1-2 powodujac ich dimeryzacj¢, a w efekcie wewnatrzkomorkowa fosforylacje i aktywacje
procesow komorkowych. Geny kodujace biatka PDGF i VEGF wykazujg wiele podobienstw strukturalnych
i funkcyjnych, zawierajac fragmenty silnie konserwatywne w calym krolestwie zwierzat. Najnowsze badania
wskazuja, ze PDGF-y wiazg si¢ nie tylko ze swoimi receptorami ale rowniez z bardzo duzym powinowactwem
do receptoréw VEGFR1/2. Badania m.in. naszej grupy pokazaty, ze jedynie fragment petli wigzacej PDGF-B,
nie tylko wykazuje powinowactwo do receptorow PDGF o/, VEGFR2, ale rowniez przyspiesza epitalizacje
rany w modelu mysim. Mimo cieckawych efektow, peptydy te nie sa jednak tak skuteczne jak natywne biatko
PDGF-BB.

Dlatego, biorac pod uwage podobienstwa strukturalne i sekwencyjne wymienionych czynnikéw
wzrostu oraz mechanizm aktywacji ich receptoréw poprzez dimeryzacj¢, naszym celem jest otrzymanie
nowych zwigzkéw o strukturze dimeréw, nasladujagcych naturalny mechanizm dziatania. W tym celu
zaprojektujemy i otrzymamy, pule zwigzkéw opartych o pojedyncze petle wigzace czynnikow tj. PDGF-
A/BIC/D oraz VEGF-A/B/C/D. Racjonalizacj¢ W projektowaniu oprzemy o analizy strukturalne/sekwencyjne
i modelowanie molekularne, z wykorzystaniem dostepnych struktur krystalicznych komplekséw
PDGFB:PDGF-BB i VEGF1:VEGF-AA. Nastepnie, pula nowych zwigzkow zostanie przebadana pod katem
ich wigzania do receptor6w PDGFRao,3 oraz VEGFR1,2 (testy ELISA), a ich potencjat stymulujacy okreslony
wstepnie na hodowlach komorek skornych (fibroblasty/keratynocyty). Najbardziej obiecujace peptydy zostana
réwniez przebadane pod katem stabilnosci proteolitycznej w ludzkim serum, a struktura kilku z nich okre$lona
za pomoca spektroskopii NMR (oraz CD). Wyniki te zostang wykorzystane do ponownego projektowania
nowych peptydoéw i peptydomimetykow w oparciu o modelowanie molekularne, w sprz¢zeniu z wynikami
biologicznymi. Nowa pula zwigzkow zostanie znow przebadana (ELISA, linie komorkowe), a powinowactwo
kilku z nich do receptoréw okreslona za pomoca MST. Najbardziej obiecujgce zwigzki zostang otrzymane
w formie homo- i heterodimerow (réwniez w uktadzie np. PDGF-B/VEGF-A) potaczonych ze sobg za pomoca
tacznikéw PEG w reakcji typu ,,chemia klik”. Potencjat stymulujacy dimeréw zostanie okreslony na liniach
komorkowych (proliferacja, migracja, toksycznos¢, chemotaksja) oraz na liniach pierwotnych izolowanych
z pacjentow zdrowych i chorych na cukrzycg. Linie pierwotne zostang rowniez przebadane pod kontem
ekspresji receptorow PDGF i VEGF by moc skorelowa¢ ich obecnos$¢ z aktywnos$cig zwigzkow na liniach
komorkowych. Dodatkowo, wybrane dimery zostang przebadane pod kontem potencjatu aktywacji fosforylacji
receptorow VEGF 1 PDGF oraz glownych szlakéw z nimi zwigzanych (MAPK, ERK1/2 itp.), za pomoca
technik typu western blot i ELISA.

Efektem niniejszego projektu bedzie otrzymanie nowego typu, potencjalnych stymulatorow gojenia
ran, ktore dzigki budowie dimerycznej, maja szanse nasladowac naturalny mechanizm aktywacji receptorow
czynnikow wzrostu. Tego typu podejscie w projektowaniu stymulatorow gojenia ran jest unikatowe i dotad
nie opisane w literaturze. Weryfikacja tego modelu bedzie niezwykle cenne, i moze by¢ wykorzystany
do projektowania lekow nowej generacji.



