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1. Imię i nazwisko

Dominika Bystranowska

2. Posiadana dyplomy, stopnie naukowe

2013, Doktor Nauk Chemicznych, dyscyplina Biotechnologia

TYTUŁ: Analiza przyczyn osobliwych właściwości spektroskopowych białka wiążącego

hormon juwenilny;

PODMIOT NADAJĄCY STOPIEŃ: Politechnika Wrocławska, Wydział Chemiczny;

PROMOTOR: prof. dr hab. Marian Kochman (Politechnika Wrocławska);

RECENZENCI: prof. dr hab. Dariusz Rakus (Uniwersytet Wrocławski) oraz

dr hab. Hubert Wojtasek, prof. UO (Uniwersytet Opolski);

2007, Magister inżynier, Biotechnologii (Biotechnologia Molekularna i Biokataliza)

TYTUŁ: Znakowanie "latarniami molekularnymi", parą akceptor-donor, rekombinowanego

białka wiążącego hormon juwenilny;

PODMIOT NADAJĄCY STOPIEŃ: Politechnika Wrocławska, Wydział Chemiczny;

PROMOTOR: prof. dr hab. Marian Kochman (Politechnika Wrocławska);

RECENZENT: prof. dr hab. Piotr Dobryszycki (Politechnika Wrocławska);

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

3. 1. Zatrudnienie w jednostkach krajowych

2019-obecnie, Adiunkt badawczo dydaktyczny

Wydział Chemiczny Politechniki Wrocławskiej, Katedra Biochemii, Biologii Molekularnej i

Biotechnologii, Wrocław, Polska

2016-2019, Adiunkt badawczo-dydaktyczny

Wydział Chemiczny Politechniki Wrocławskiej, Zakład Biochemii, Wrocław, Polska
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2012-2016, Asystent badawczo-dydakjyczny

Wydział Chemiczny Politechniki Wrocławskiej, Zakład Biochemii, Wrocław, Polska

3. 2. Zatrudnienie w jednostkach zagranicznych

2014-2015, Staż podoktorski w Zakładzie Biochemii i Biologii Molekularnej Saint Louis University

School ofMedicine (MO, USA) pod kierownictwem prof. Enrico di Cera

4. Omówienie osiągnięć, o któr/ch mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2021 r. póz. 478 z
późn. zm.)

4. 1. Wskazanie osiągnięć naukowych

Jako osiągnięcia naukowe, stanowiące podstawę do wszczęcia postępowania

habilitacyjnego, o którym mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyższym i nauce, chciałabym wskazać:

4. 1. 1. pierwsze osiągnięcie: Analiza zależności struktura-funkcja nukleobindyny-2, białka o wielu

funkcjach;

4. 1.2. drugie osiągnięcie: Analiza struktury protrombiny z wykorzystaniem technik badania

pojedynczych cząstek;

4. 1.3. dodatkowe aktywności badawcze: Wykorzystanie ultrawirowania analitycznego w analizie

strukturalnej białek o potencjalnym znaczeniu fizjologicznym;

4. 1.4. plany naukowe na przyszłość.

4. 2. Omówienie osiągnięć naukowych

4.2.1. Analiza zależności struktura-funkcja nukleobindyny-2, białka o wielu funkcjach

Osiągnięcie stanowi cykl 6 powiązanych tematycznie artykułów naukowych (pięciu prac

oryginalnych oraz jednej przeglądowej) opublikowanych w latach 2020-2024, w recenzowanych

czasopismach naukowych z bazy Journal Citation ReportsdCK). Byłam pomystodawczynią projektu

tyczącego analizy strukturalnej nukleobindyny-2 oraz nesfatyn, a także jego głównym wykonawcą.

Temat ten zaproponowałam Kierownikowi Katedry w 2017 r. i od tamtego czasu konsekwentnie
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realizuję. Zajmowałam się szkoleniem i nadzorem merytorycznym osób zaangażowanych w jego

realizację. We wszystkich artykułach pełniłam rolę autora korespondencyjnego i byłam pierwszym
lub ostatnim autorem.

Wykaz publikacji stanowiących osiągnięcie naukowe

H1: Skorupska, A., B stranowska D. la, Dąbrowska, K., Ożyhar, A. Calcium ions modulate the
structure of the intrinsically disordered Nucleobindin-2 protein, (2020) International Journal of
Biological Macromolecules, 154, pp. 1091-1104.

H2: B stranowska D. B, Skorupska, A., Sołtys, K., Padjasek, M., Krężel, A., Żak, A., Kaus-Drobek,
M., Taube, M., Kozak, M., Ożyhar, A. Nucleobindin-2 consists oftwo structural components: The
Zn +-sensitive N-terminal half/ consisting of nesfatin-1 and -2, and the Ca2+-sensitive C-terminal
half, consisting of nesfatin-3, (2021) Computational and Structural Biotechnology Journal, 19, pp.
4300-4318.

H3: Skorupska, A., Lenda, R., Ożyhar, A., B stranowska D. EI The multifaceted naturę of
nucleobindin-2 in carcinogenesis, (2021) International Journal ofMolecular Sdences, 22 (11), art.
no. 5687.

H4: Lenda, R., Padjasek, M., Krężel, A., Ożyhar, A., B stranowska D. '3 Does one plus one always
equal two? Structural differences between nesfatin-1, -2, and nesfatin-1/2, (2022) Celi
Communication and Signaling, 20 (1), art. no. 163.

H5: Skorupska-Stasiak, A., B stranowska D. 13, Tran, J. B., Krężel, A., Ożyhar, A. Nesfatin-3
possesses divalent metal ion binding properties, which remain hidden in the nucleobindin-2
precursor protein, (2023) Celi Communication and Signaling, 21 (1), art. no. 165.

H6: Lenda R., Zhukova L., OżyharA., B stranowska D.3 Decipheringthe dual naturę ofnesfatin-
1: a tale ofzinc ion's Janus-faced influence, (2024) Celi Communication and Signaling, 22 (1), art.
no. 298.

Opis mojego indywidualnego wkładu w powstanie każdego 2 wymienionych artykułów znajduje

się w Załączniku 4A.

Oświadczenia współautorów określające indywidualny wkład każdego z nich w powstanie

poszczególnych prac znajdują się w Załączniku 5.

Kopie artykułów znajdują się w Załączniku 6.
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Pa/raipetry naulkornetfycznie przedstay^onego osi^nięcia

Parametry naukometryczne prac dokumentujących przedstawiane do oceny pierwsze

osiągnięcie naukowe przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1 Podsumowanie naukometryczne osiągnięcia pierwszego (punkt 4.2. 1).

H1

H2

H3

H4

H5

H6

s

Impact Factor*

6,9

6,2

6,2

8,4

8,2

8,2

44,5

Punktacja MNiSW** Cytowania***

100 12

100 6

140 10

140 2

140

140 o

760 31

Indeks Hirscha: 8

Bez autocytowań

3

o

o

o

18

*Wartości IF podano według bazy JCR z roku ukazania się publikacji. **Punkty podano według
wykazu czasopism naukowych MNiSWz roku publikacji. ***Cytowania na podstawie bazyScopus
z dnia 05/12/2024.

Opis osiągnięcia naukowego zapr^entowanego w serii powiązanych ze sobą artykułów

(H1-H6)

a) Cel projektu

Nukleobindiny (Nucbs) są wielodomenowymi i wielofunkcyjnymi białkami obecnymi w

organizmach wielu zwierząt i ludzi. W oparciu o analizę sekwencji aminokwasowej ludzkiej

nukleobindyny-2 (Nucb2) w strukturze białka wyróżniono sześć charakterystycznych elementów

(Rys. 1): peptyd sygnałowy (SP, signal peptide), region bogaty w reszty Leu/lle, domenę wiążącą

DNA (DBD, DNA binding domain), motyw dłoni EF, region bogaty w aminokwasy kwasowe oraz

motyw tzw. zamka leucynowego (ZIP, leucine zipper) (1). Potranslacyjna hydroliza Nucb2,
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katalizowana przez konwertazę prohormonów-1/3 (PC-1/3, prohormone convertase-1/3) oraz

konwertazę prohormonów-2 (PC-2) prowadzi do powstania trzech peptydów- nesfatyny-1 (reszty

aminokwasowe 1-82), nesfatyny-2 (85-163) oraz nesfatyny-3 (166-396) (2). Ze względu na

jednakową tkankową lokalizację Nucb2 i nesfatyny-1, ekspresja obu białek jest często analizowana

razem, jako Nucb2/nesfatyna-1. Spośród tych trzech peptydów, tylko nesfatyna-1 wykazuje pewną

zidentyfikowaną aktywność biologiczną - jest peptydem hamującym apetyt. Dotychczas nie

zdefiniowano fizjologicznej roli nesfatyny-2 i nesfatyny-3.

Nucb2 B

wiązanie jonów Zn2'
rejon bogaty w reszty Asp/Glu

>. ^ ^ ^ ^ <f ^-^ __ ̂ '
SP Ream bogaty w Leutlce DBD

^1
Trp \ X TT

wiązanie jonów
^ Ca-Mg2*

'8"S'

Lys-Arg Arg-Arg

^^

. 1. Schematyczne przedstawienie domen oraz struktury trzedorzędowej Nucb2. (A
chematyczne przedstawienie domen Nucb2 oraz produktów jej proteolitycznej konwersji. EF
otywy dłoni EF; ZIP - motyw tzw. zamka leucynowego; PC - konwertazy prohormonów. (B

truktura trzeciorzędowa ludzkiej Nucb2 (Uniprot ID P80303) przewidywana przez serwe
IphaFold (3, 4). Rysunek zaczerpnięto z pracy (5) i zmodyfikowano.

Złożona budowa cząsteczki Nucb2 wydaje się pełnić kluczową rolę w kontekście

zaangażowania tego białka w wiele odmiennych procesów fizjologicznych. Nucb2 bierze udział

m. in. w utrzymaniu właściwego stężenia jonów wapnia w komórkach, regulacji pobierania

pokarmu czy regulacji emocji i stresu, o czym będzie dalej mowa poniżej. W momencie

rozpoczęcia pracy nad niniejszym projektem, kilka ośrodków na świecie prowadziło badania in

vivo, zmierzające do lepszego zrozumienia fizjologicznej roli Nucb2. Co zaskakujące, nie

prowadzono jednak żadnych badań dotyczących jej struktury przestrzennej oraz molekularnych

mechanizmów działania. Aby wypełnić tę lukę i lepiej zrozumieć funkcje biologiczne Nucb2,

zaproponowałam projekt badawczy skupiający się na nierozwiązanej kwestii struktury cząsteczki
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Nucb2 w roztworze. Projekt miał na celu poznanie struktury trzecia- i/lub czwartorzędowej Nucb2

oraz szczegółów dotyczących tego, jak ta struktura jest modyfikowana na skutek oddziaływania

białka z jego potencjalnymi ligandami. Niniejszy autoreferat habilitacyjny stanowi opis

interdyscyplinarnych badań łączących wiedzę biologii molekularnej i inżynierii genetycznej, a także

biochemii i biofizyki i przedstawia syntetyczny zbiór jego najważniejszych wyników.

b) Wprowadzenie

Ekspresję Nucb2/nesfatyny-1 wykazano początkowo w komórkach podwzgórza oraz pnia

mózgu (6). Następnie komórki immunopozytywne wobec Nucb2/nesfatyny-1 zidentyfikowano

także w innych obszarach podwzgórza, śródmózgowia i tyłomózgowia (7), w korze wyspy, jądrach

migdałowatych, brzuszno-bocznej części opuszki i w móżdżku (8, 9). Obecność białek wykazano

również we współczulnych i przywspótczulnych neuronach przedzwojowych rdzenia kręgowego w

odcinku piersiowym, lędźwiowym i krzyżowym (10). Poza ośrodkowym układem nerwowym,

ekspresję Nucb2/nesfatyny-1 obserwowano w licznych tkankach obwodowych, w tym m. in. : w

tkance tłuszczowej (11), trzustce (12), płucach (13), dwunastnicy (14), jądrach i jajnikach (13). U

szczurów obserwowany poziom ekspresji mRNA Nucb2/nesfatyny-1 w błonie śluzowej żołądka

okazał się być nawet dziesięciokrotnie wyższy w porównaniu z poziomem obserwowanym w

mózgu (15), co sugeruje, że komórki endokrynne żołądka mogą być głównym źródłem krążącej

Nucb2/nesfatyny-1. Inne badania wskazały, że żołądek i tkanka tłuszczowa mogą wpływać na

regulację poziomów krążącej Nucb2/nesfatyny-1 w celu ich dostosowania do różnie

ukierunkowanych w trakcie rozwoju organizmu procesów metabolicznych (16). Oba białka mogą

przekroczyć barierę krew-mózg (w obu kierunkach) w wyniku transbłonowej dyfuzji (17), tak więc

zarówno endogenne, jak i podane obwodowa, wykazują zdolność dotarcia do mózgu gdzie mogą

wywierać swoje funkcje biologiczne (6). Fakt ten, z kolei, potencjalnie stwarza możliwość ich

terapeutycznego zastosowania.

Badania dowodzą, iż białka wielodomenowe okazują się być kluczowe dla licznych szlaków

sygnałowych, pełniąc rolę węzłów (hubś) ułatwiających integrację i przekazywanie sygnałów w

komórce. Jako białka regulujące metabolizm, Nucb2/nesfatyna-1 były szeroko badane w kontekście

metabolizmu glukozy i kwasów tłuszczowych. Początkowo pojawiały się więc (coraz liczniejsze

obecnie) dowody na to, że Nucb2/nesfatyna-1 mogą odgrywać istotną rolę w regulacji spożycia

pokarmu i homeostazy glukozy (6). Wyniki ostatnich badań sugerują nawet, iż podwyższone
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stężenie Nucb2/nesfatyny-1 w osoczu może negatywnie wpływać na poczucie satysfakcji

towarzyszącej przyjmowaniu pokarmu (18). Nowsze badania zredefiniowały jednak i poszerzyły

wiedzę na temat funkcji Nucb2, daleko poza jej początkowo obserwowaną rolę jako negatywnego

modulatora spożycia pokarmu, l tak, znaczną ekspresję Nucb2/nesfatyny-1 wykazano przykładowo

w narządach rozrodczych samic i samców myszy, odpowiednio w jajnikach i macicy oraz w jądrach

i najądrzach (13). Obecność neuronów immunoreaktywnych dla Nucb2/nesfatyny-1

zaobserwowano także w obszarach mózgu zaangażowanych w regulację emocji i stresu, takich jak

na przykład hipokamp czy podwzgórze. W związku z tym przeprowadzono wiele badań

skupiających się na wpływie Nucb2/nesfatyny-1 na regulację zachowania czy emocji.

Zaangażowanie Nucb2/nesfatyny-1 w odpowiedź na stres zostało początkowo zasugerowane przez

Coebela i wsp. w 2009 roku (19). Hipotezę o możliwym związku Nucb2/nesfatyny-1 z odpowiedzią

na stres postawiono po publikacji prac pokazujących tkankowąwspółlokalizację Nucb2/nesfatyny-

1 m. in. z kortykotropi nowym hormonem uwalniającym (20), transkryptem regulowanym kokainą i

amfetaminą (21), urokortyną-1 (22) oraz neuropeptydem Y (23). Wyniki kolejnych badań

klinicznych wykazały zwiększony poziom krążącej Nucb2/nesfatyny-1 u pacjentów z depresją (24)

oraz stanami lękowymi (25) a także sugerowały, iż może on korelować z podwyższonym stężeniem

markerów zapalnych, takich jak interleukina 6 i białko C-reaktywne, czy kortykosteron (26).

Podwyższone stężenie Nucb2/nesfatyny-1 w osoczu zostało również wykazane u pacjentów

zgłaszających stany depresyjne związane z subkliniczną niedoczynnością tarczycy (27). Co ciekawe,

korelacja między podwyższonym stężeniem Nucb2/nesfatyny-1 a występowaniem depresji została

wprawdzie zaobserwowana u otyłych kobiet (28) ale wydaje się być odwrotna - u otyłych

mężczyzn (29). Specyficzna dla płci zmiana stężenia białek (zależna prawdopodobnie od stężeń

hormonów steroidowych) została również dostrzeżona w badaniach ofiar samobójstw cierpiących

na zaburzenia psychiczne, zwłaszcza na depresję (30). Analizując ich wyniki stwierdzono, że w

porównaniu z odpowiednimi kontrolami, poziom ekspresji mRNA Nucb2/nesfatyny-1 byt prawie

dwukrotnie wyższy u mężczyzn będących ofiarami samobójstw, ale prawie trzykrotnie niższy u

kobiet. Choć badania te nie dowodzą w sposób jednoznaczny wpływu stresu na poziom ekspresji

Nucb2/nesfatyny-1, sugerują, że Nucb2 i/lub nesfatyna-1 mogą mieć wpływ na rozwój niektórych

zaburzeń psychicznych. Stężenie Nucb2/nesfatyny-1 w surowicy analizowano również u mężczyzn

z zaburzeniem dwubiegunowym, w epizodzie maniakalnym. Okazało się ono znacząco niższe u

pacjentów z epizodem maniakalnym niż u pacjentów kontrolnych, i tylko nieznacznie zwiększało

się po zakończonym leczeniu (31).
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Chociaż sugerowano już jakiś czas temu, że Nucb2/nesfatyna-1 oddziałuje z receptorem

sprzężonym z białkiem G (o nieznanej strukturze) i stymuluje napływ jonów Ca2 + 
w określonych

obszarach neuronów przez kanały wapniowe typu N, L lub P/Q (32, 33), tożsamość tego receptora

nadal pozostaje nieznana. Pokazano jednak, że Nucb2 może oddziaływać z białkami C (34). Działa

więc jako czynnik wymiany nukleotydów guaninowych niebędący receptorem, który wiąże się i

aktywuje podjednostkę alfa białka wiążącego nukleotydy guaninowe GNA13 (35). Interakcje między

białkami a kationami metali, choć skomplikowane, są powszechne w warunkach fizjologicznych i

stanowią podstawę różnorodnych strategii regulacyjnych. Dlatego nie dziwi potrzeba zrozumienia

mechanizmu tego typu oddziaływań. Szczególną uwagę skupiają białka wiążące Ca , a więc

jednego z podstawowych przekaźników sygnału w komórce. Neurotransmisyjne działanie Ca jest

regulowane przez szereg odwracalnie i selektywnie wiążących je białek, charakteryzujących się

specyficzną lokalizacją tkankową. Białka te pełnią rolę buforów lub sensorów jonów wapnia.

Pomimo iż posiadają zazwyczaj wyspecjalizowane motywy strukturalne, jak motywy dłoni EF oraz

domeny C2, to zwłaszcza w komórce znajdującej się w stanie spoczynku, charakteryzują się

również wysokim powinowactwem w stosunku do jonów Mg2 + (36). Białka wiążące Ca2+są także

zaangażowane w procesy biomineralizacji. Biomineralizacja jest naturalnym procesem, w wyniku

którego organizmy żywe tworzą struktury składające się z biominerałów, czyli związków

organicznych (głównie białek) oraz mineralnych. Obejmuje ona formowanie się krzemianów u alg

i okrzemek, węglanów u bezkręgowców oraz fosforanów i węglanów w tkankach twardych

kręgowców. Proces biomineralizacji charakteryzuje się licznymi oddziaływaniami białko-minerał

nieorganiczny, które regulują wzrost kryształu w macierzy pozakomórkowej. Zrozumienie roli

białek zaangażowanych w tworzenie biominerałów oraz poznanie mechanizmów regulujących

poszczególne etapy tego procesu stanowi wyzwanie dzisiejszej biochemii. Wydaje się, że istnieją

grupy białek preferencyjnie lokalizowane w zmineralizowanych tkankach. Zalicza się do nich białka

bogate w aminokwasy kwasowe (37) oraz białka wewnętrznie nieuporządkowane (IDP, intrinsically

disordered protein) (38). Dowody na udział Nucb2 w procesie biomineralizacji obecne są w

literaturze naukowej w szczątkowej formie. Rola Nucb2 w sygnalizacji związanej z Ca i/lub w

procesie biomineralizacji została (choć nie bezpośrednio) zasugerowana przeszło dekadę temu,

wciąż jednak pozostaje raczej hipotezą, niż faktem. Li i wsp. informowali w 2013 roku, że dożylne

podanie nesfatyny-1 może przyczynić się, poprzez zwiększenie gęstości mineralnej kości kończyn

dolnych i kręgosłupa lędźwiowego, do promowania osteogenezy u szczurów poddanych

owariektomii (39). Równocześnie, na mysiej linii komórkowej preosteoblastów MC3T3-E1
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(wykorzystywanej do badań różnych czynników wpływających na procesy związane z osteogenezą)

autorzy tej samej pracy wykazali, że nesfatyna-1 zwiększa aktywność fosfatazy alkalicznej (będącej

wskaźnikiem różnicowania osteoblastycznego, którego aktywność jest często obserwowana w

trakcie różnicowania się komórek preosteoblastycznych w osteoblasty) i odpowiada za promowanie

mineralizacji w obecności białka morfogenetycznego kości-2 (39). Reasumując, stymulowanie

różnicowania i mineralizacji osteoblastów przez nesfatynę-1 sugeruje, że ma ona istotną rolę w

kontrolowaniu procesów kościotwórczych w organizmie. Kolejna sugestia dotycząca możliwego

zaangażowania Nucb2/nesfatyny-1 w proces biomineralizacji jest związania z procesem

biomineralizacji kalcytu prowadzącym do tworzenia skorup jaj u ptaków. W 2015 r. Rose-Martel i

wsp. zidentyfikowali i scharakteryzowali białka macierzy związane z formowaniem się stożków

mammilarnymi skorupy jaj. Białka te mogłyby, hipotetycznie, być zaangażowane w regulację

wczesnych etapów kalcyfikacji skorupy jaj. W toku analizy proteomicznej autorom udało się

zidentyfikować 18 białek zaangażowanych w proces formowania stożków mammilarnych, a wśród

nich, ekspresjonowaną w umiarkowanym stężeniu - Nucb2 (40). Również grupa Marie i wsp.

zidentyfikowała Nucb2 jako białko wiążące Ca2+, które jest w znacznym stężeniu ekspresjonowane

w skorupie jaj w kluczowych etapach jej kalcyfikacji, wskazując jednocześnie, że szczegółowa rola

białka nie została jeszcze poznana (41). Autorzy pracy sugerują jednak, że Nucb2 może

uczestniczyć w procesach związanych ze stabilizowaniem amorficznego węglanu wapnia lub

kontrolowaniem wzrostu i morfologii kryształów kalcytu (41). Wspomniane wyżej badania

wskazują, że Nucb2 może wykazywać nieoczekiwaną rolę regulacyjną także w kontekście

biomineralizacji kalcytu.

c) Budowa cząsteczki Nucb2. Wpływ jonów Ca2+, Mg2 +, Zn2+ na strukturę trzecia- i

czwartorzędową białka

H1: Skorupska*, A., B stranowska* D.3, Dąbrowska, K., Ożyhar, A. Calcium ions modulate the
structure of the intrinsically disordered Nucleobindin-2 protein, (2020) International Journal of
Biological Macromolecules, 154, pp. 1091-1104. * pierwszy współautor

H2: B stranowska* D.13, Skorupska*, A., Sołtys, K., Padjasek, M., Krężel, A, Żak, A,, Kaus-Drobek,
M., Taube, M., Kozak, M., Ożyhar, A. Nucleobindin-2 consists oftwo structural components: The
Zn -sensitive N-terminal half, consisting of nesfatin-1 and -2, and the Ca2+-sensitive C-terminal
half, consistingof nesfatin-3, (2021) Computational and Structural Biotechnology Journal, 19, pp.
4300-4318. *pierwszy współautor

Strona 11 z 58



Załącznik 3A | DB

Jak wspomniano powyżej, w momencie rozpoczęcia pracy nad niniejszym projektem w

literaturze naukowej brakowało informacji dotyczących biochemicznych i biofizycznych

właściwości zarówno cząsteczek Nucb2, jak i nesfatyn. Punktem wyjścia stała się więc postawiona

przeze mnie hipoteza, iż liczne i zadziwiająco różnorodne funkcje, które wspomniane białka zdają

się wykazywać, mogą wynikać z faktu ich przynależności do rodziny IDP lub do białek, dla których

brak struktury trzeciorzędowej ogranicza się jedynie do pewnych nieuporządkowanych

wewnętrznie rejonów (IDR, intrinsicallydisordered region). Ze względu na brak ściśle zdefiniowanej

struktury trzeciorzędowej, IDPs znane są z możliwości oddziaływania z wieloma, często

niepowiązanymi partnerami białkowymi oraz tworzenia rozbudowanych sieci powiązań

funkcjonalnych. Już wstępne analizy, wykonane metodami in silico, zdawały się wskazywać na

złożoną budowę cząsteczki Nucb2, składającą się zarówno z rejonów uporządkowanych, jak i

pozbawionych struktury, które przeplatały się między sobą na podobieństwo mozaiki. Pierwszego

eksperymentalnego potwierdzenia tej hipotezy dostarczyły analizy widm dichroizmu kołowego

(CD, circular dichroism) wykonane z użyciem rekombinowanej i oczyszczonej Nucb2,

espresjonowanej w systemie bakteryjnym ((42) tj. H1). Jak zaobserwowano (Rys. 2A), widmo CD

apo-Nucb2 charakteryzowało się obecnością dwóch ujemnych maksimów rejestrowanych przy

długości fali 208 nm i 222 nm, obu charakterystycznych dla struktury a-helikalnej (43).

Dekonwolucja widm CD wskazała na 45% udział helis a w strukturze drugorzędowej Nucb2 oraz

przeszło 27% rejonów nieuporządkowanych.
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Rys. 2. Zmiany struktury frzeciorzędowej i czwartorzędowej Nucb2 na skutek wiązania Ca . (
idma CD rejestrowane w wobec buforu (linia przerywana), EDTA (linia ciągła czarna) i Ca (lini

iągła fioletowa). Wstawki przedstawiają wykresy słupkowe ilustrujące zawartości poszczególnyc
truktur. (B) Analiza stanu oligomerycznego Nucb2 wykonana techniką SV-AUC. (C) Widm
luorescencyjne sondy ANS wykonane przed (linia przerywana) lub po (linia ciągta czarna
wiązaniu się do Nucb2, a także po dodaniu do białka Ca2+ (linia ciągła fioletowa). Wstawk

przedstawiają wykresy ilustrujące krotność zmiany intensywności fluorescencji oraz zmian
położenia maksimów emisji ANS w obecności apo- i holo-Nucb2 w warunkami wskazanymi na os
dciętych. Poszczególne panele rysunku zaczerpnięto z pracy H1 (42) i zmodyfikowano.
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Spektroskopia CD została następnie wykorzystana do zbadania możliwego wpływu jonów Ca2+ 
na

strukturę drugorzędową Nucb2. Pokazano wówczas/ że wiązaniu jonów Ca2 + 

przez Nucb2

towarzyszy wzrost zawartości struktury a-helikalnej z 45% do 53%, przy jednoczesnym spadku

zawartości rejonów nieuporządkowanych do 20% -zaobserwowano więc zmianę konformacyjną

polegającą na strukturyzacji cząsteczki białka. Obserwacje te potwierdzały również eksperymenty

limitowanej proteolizy (42), podczas których obecność jonów Ca2+ ograniczyła podatność Nucb2

na hydrolizę katalizowaną dwoma różnymi proteazami, jako że miejsca rozpoznawane przez

proteazy znajdują się zazwyczaj w obrębie pętli, nie helis (44). Najniższe stężenie CaCt2 / 
które

indukowało zmiany konformacyjne w strukturze Nucb2, okazało się różnić w zależności od

gatunku, z którego pochodziła nukleobindyna-2, wskazując na zależne od gatunku różnice w

powinowactwie, l tak, 10-krotnie niższe wywoływało zmiany w strukturze ludzkiej Nucb2, w

porównaniu do homologu kurzego. Wpływ wiązania jonów Mg , kolejnego ligandu wiązanego w

obrębie motywów dłoni EF (45), również obserwowano jedynie dla ludzkiej Nucb2. Konkluzję,

dotyczącą przyjmowania przez Nucb2 bardziej zwartej konformacji w obecności jonów Ca2+,

potwierdzono również wykonując pomiary ultrawirowania analitycznego metodą prędkości

sedymentacji (SV-AUC, sedimentation velocity analytical centrifugation}. Analiza rozkładu

współczynnika sedymentacji c(s) (Rys. 2B) pokazała, że zarówno kształt, jak i stan oligomeryczny

Nucb2 zmieniały się w obecności jonów Ca2 +. Zaobserwowano zależny od stężenia wzrost wartości

współczynnika S(2o,w) dla głównych frakcji zarówno apo-, jak i holo-Nucb2. Współczynnik

sedymentacji dla natywnej (apo) Nucb2 był mniejszy niż po związaniu jonów Ca . Wzrost wartości

współczynnika s<2o,w) wskazywał natomiast na większą masę cząsteczki białka w kompleksie z

ligandem, zmianę jej objętości hydrodynamicznej lub kombinację tych dwóch czynników. Jak

pokazują dane z wirowania analitycznego, ludzka apo-Nucb2 występuje w roztworze w stanie

dimerycznym. Dodatek jonów Ca2+ prowadził do powstania niewielkiej frakcji monomerów.

Generalnie jednak pokazano, że ludzka Nucb2 występuje w roztworze gtównie jako dimer lub jako

mieszanina monomerów i dimerów, które podlegają szybkiej i odwracalnej asocjacji/dysocjacji

zależnej od stężenia jonów Ca2 +. Zebrane dane ujawniły również znaczącą zmianę wartości

współczynnika tarcia, f/fo, po związaniu Ca . Współczynnik f/fojest miarą, która opisuje względną

zmianę oporu hydrodynamicznego cząsteczki białka w roztworze, w porównaniu do jego idealnego

stanu. Współczynnik ten jest używany do analizy kształtu, zwartości oraz stanu uwodnienia

cząsteczek białek, a dla białek globularnych jego wartości zazwyczaj mieszczą się w zakresie 1,2-

1,4 (46). Obserwowano, że na skutek wiązania jonów Ca , wartość współczynnika f/fo zmniejszyła
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się z wartości 1, 8 do około 1, 5, co wskazuje, że kompleks Ca2+-Nucb2 przybiera w roztworze mniej

rozciągniętą, bardziej kompaktową konformację w stosunku do białka w stanie wolnym lub, że jego

cząsteczka pozostaje w mniejszym stopniu uwodniona. Podsumowując, analiza SV-AUC pokazała,

że Nucb2 jest białkiem dynamicznym, którego cząsteczki mogą zmieniać swoją strukturę w

obecności jonów wapnia. Te zmiany, z kolei, mogą wpływać na ich funkcję biologiczną, co jest

ważne dla zrozumienia ich roli w komórkach. Moje eksperymenty sugerują także, że Nucb2

(podobnie, jak kalmodulina, troponina C czy synapsyna) należy do grupy sensorów jonów Ca -

białek, które podlegają znaczącym zmianom konformacyjnym w obecności Ca (47).

W kolejnym kroku wpływ jonów Ca na konformację Nucb2 badano wykorzystując

spektroskopię emisyjną ANS (kwasu 8-anilino-t-naftalenosulfonowego). Fluorescencja ANS jest

wrażliwa na polarność rozpuszczalnika, co czyni ją odpowiednim narzędziem do badania zmian

konformacji białka wywołanych np., wiązaniem ligandu (48). Jak pokazano na Rys. 2C, w obecności

Nucb2 intensywność fluorescencji ANS wzrosła 4-krotnie, a maksimum emisji przesuwało się z 525

nm do 472 nm, wykazując tzw. efekt hipsochromowy na skutek wiązania sondy przez cząsteczki

białka. Dodatek jonów Ca powodował kolejny wzrost intensywności fluorescencji sondy i

dodatkową zmianę położenia maksimum w widmie o 9 nm w stronę krótszych długości fali, co

można tłumaczyć znaczącą reorganizacją struktury białka w obrębie jego rejonów hydrofobowych.

Ostatecznie, aby uzyskać informacje na temat charakteru zmiany konformacyjnej cząsteczek Nucb2

oraz precyzyjnie zidentyfikować regiony białka podlegające przejściu z nieuporządkowanej do

uporządkowanej struktury, posłużono się unikalną techniką Jaką jest wymiana proton-deuter

monitorowana za pomocą spektrometrii mas (HDX-MS, hydrogen-deuterium exchange mass

spectrometr^}. Umożliwia ona mapowanie rejonu odpowiedzialnego za oddziaływanie, poprzez

określenie, które fragmenty cząsteczki w wyniku oddziaływania stają się mniej podatne na wymianę

proton-deuter. Technika ta jest szczególnie przydatna w analizie białek o charakterze IDP (49).

Szczegółowe analizy h!DX-MS (Rys. 3) wykazały, że struktura apo-Nucb2 jest podzielona na dwie

części: mozaikowy fragment obejmujący nesfatynę-1 i nesfatynę-2 i drugi, wewnętrznie

nieuporządkowany obejmujący nesfatynę-3. Dodatkowo, wiązanie naturalnego ligandu (Ca2+)

prowadziło do powstania podobnie mozaikowej struktury w początkowo nieuporządkowanej

części cząsteczki Nucb2 i wskazywało, że obecność jonów Ca prowadzi do znaczącej przemiany

struktury nieuporządkowanej w uporządkowaną oraz do kompaktowania się cząsteczek białka. To

przejście, jak pokazały wyniki badań, nie ograniczało się jedynie do potencjalnego miejsca wiązania

ligandu, ale rozprzestrzeniało się wzdłuż całej cząsteczki, jednocześnie wpływając na całą jej
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strukturę. Techniką izotermiczna kalorymetrii miareczkowej (ITC, Isothermal titration calorimetry}

wykazano ostatecznie, że Nucb2 wiąże po dwa jony Ca na monomer białka z niskimi stałymi

dysocjacji kompleksu, Adi,2 wynoszącymi około 20/^M.
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Rys. 3. Wynik analiz HDX-MS. Panele przedstawiają mapy wymiany H-D dla wygenerowanych
rakcie trawienia Nucb2 peptydów. Analiza była wykonana po10s (A) lub po 1 godz. (B) o

rozpoczęcia wymiany protonów na deuterony przy braku (czarne linie) lub w obecności (fioletów
linie) 10 mM CaCl2. Poszczególne panele rysunku zaczerpnięto z pracy H1 (42) i zmodyfikowano.

Motywy dłoni EF, obecne również w strukturze Nucb2, preferencyjnie wiążą jony Ca , co

wynika z ich cech strukturalnych oraz pozostaje kluczowe dla ich funkcji regulacyjnych w

komórkach. Choć większość naturalnych motywów dłoni EF wiąże preferencyjnie Ca2+, motywy te

oddziałują jednak również z jonami Mg2 +. Kolejny etap mojej pracy zakładał więc analizę zdolności

cząsteczek Nucb2, do wiązania innego potencjalnego ligandu, jakim są właśnie jony Mg2 +. Wyniki

tych badań zostały opisane w pracy H2. Różnice w wiązaniu jonów Mg2 + 
i Ca2 + 

przez białka z

motywami dłoni EF wynikają głównie z różnic w promieniach tych jonów, gęstościach ich ładunku

oraz preferencjach koordynacyjnych. Jony Mg2 + charakteryzują się bowiem mniejszym promieniem

niż jony Ca , wyższym ładunkiem powierzchniowym i większą gęstością ładunku jonu (co skutkuje

silniejszymi interakcjami elektrostatycznymi) oraz preferencjami do koordynacji z sześcioma

ligandami. Szczegółowy przegląd literatury na ten temat można odnaleźć w (36). Jony Mg2 +tworzą

bardzo stabilne kompleksy, które są mniej skłonne do dysocjacji, ale wymaga to ścisłej zgodności

strukturalnej (odnoszącej się do dopasowania między jonem Mg2 + 
a konformacją motywu dłoni EF

wymagającej precyzyjniejszego rozmieszczenia grup donorowych), co może ograniczać ich

wiązanie w motywie dłoni EF. Również cytozolowe stężenia jonów Mg^+ i Ca różnią się znacząco.

Całkowite stężenie Mg2 + 
w cytozolu wynosi około 1-3 mM, a stężenie wolnych jonów - około
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0, 25-1 mM (50). Z kolei stężenie wolnych jonów Ca warunkach spoczynkowych komórki (tzw,

potencjał spoczynkowy) wynosi około 100 nM, a podczas przekazywania sygnałów może wzrosnąć

do poziomu mikromolarnego (1-10 ;uM) (51). Na podstawie analizy danych ITC wywnioskowano,

że Nucb2 wiąże jedynie jeden jon Mg na monomer białka, z relatywnie wysokim, biorąc pod

uwagę stężenie tych jonów w komórce, powinowactwem opisywanym stałą, Ad wynoszącą 0, 2 mM.

Odmienny okazał się również wpływ tych jonów na strukturę Nucb2. Widma CD rejestrowane w

obecności jonów Mg2 + niemal pokrywały się z widmami kontrolnymi białka w wersji apo (Rys. 4A),

a ich dekonwolucja wskazywała na jedynie nieznaczny wzrost udziału struktur helikalnych.

Wiązanie jonów Mg^+ pozostawało bez wpływu na fluorescencję reszt Trp, obecnych w strukturze

białka (nie pokazano), ani na jego stan oligomeryczny (Rys. 48), nie wywoływało więc zmian

konformacyjnych w obrębie struktury trzecia- i czwartorzędowej. Jedynie techniką HDX-MS udało

się zaobserwować, że obecność jonów Mg2 + nieznacznie wpływa na elastyczność konformacyjną

końca aminowego białka (Rys. 5). Zmiany te obejmowały fragment białka tworzący nesfatynę-1
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Rys. 4. Zmiany struktury trzeciorzędowej i czwartorzędowej Nucb2 na skutek wiązania Mg2+
n2+. (A) Widma CD rejestrowane w wobec buforu z EDTA (linia ciągła czarna), 10 mM Mg2 + (lini

jagła szara) i 0/1-0, 3 mM Zn2+ (linia ciągła fioletowa o wzrastającym natężeniu koloru). (B) Analiz
tanu oligomerycznego Mg2 +-Nucb2 wykonana techniką SV-AUC. (Q Analiza stan

ligomerycznego Zn2+-Nucb2 wykonana techniką SV-AUC. Poszczególne panele rysunk
aczerpniętoz pracy H2 (52) i zmodyfikowano.

Ostatnim jonem, którego wpływ na strukturę Nucb2 analizowano w pracy H2 był jon Zn .

Jony Zn2 +zaangażowane są w istotne procesy w ludzkim organizmie, które obejmują regulację

wzrostu i rozwoju, wsparcie dla układu odpornościowego oraz umożliwianie percepcji smaku i

dźwięku. Ponadto, Zn2+ są kluczowe także dla procesów uczenia się i pamięci. Jony Zn

uczestniczą również w regulacji transkrypcji genów i naprawie DNA, kontrolują apoptozę, aktywują
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lub hamują aktywność enzymów oraz regulują przekazywanie sygnałów w komórkach, wspierając

równowagę redoks organizmu (53). Do badania wptywu jonów Zn2+ na strukturę Nucb2, a

następnie nesfatyn zainspirowałam się pracą (54), w której nukleobindyna-1 (Nucbt), paralog

Nucb2, została scharakteryzowana jako sensor Zn (Ad = 32 nM). Przeprowadzone badania CD

wykazały jednak na początku realizacji projektu, że struktura drugorzędowa Nucb2 zmienia się

jedynie nieznacznie pod wpływem tego ligandu (Rys. 4A), skutkując niewielkim (ok. 6%) wzrostem

zawartości helis a, głównie kosztem zawartości rejonów nieuporządkowanych.

^ .;,"_ ^.^. f-, f^^.

^

^ <s> " ^4-^
T-'? ^ E3R

-*ti>!~i-r&^^'-S^.

100

Nucb2
Mli)

EDti.
^. Wl
-ac(

200 300 400
reszta aminokwasowa reszta aminokwasowa

Rys. 5. Wynik analizy HDX-MS. Analiza była wykonana po 10 s (A) lub po 1 godz. (B) o
rozpoczęcia wymiany protonów na deuterony przy braku jonów (czarne linie) lub w obecności 1
mM MgCl2 (szare linie) albo 0, 1 mM ZnCla (fioletowe linie). Poszczególne panele rysunk
aczerpnięto z pracy H2 (52) i zmodyfikowano.

Analiza HDX-MS (Rys. 5) pokazała z kolei, że w obecności jonów Zn2 + dostępność dla cząsteczek

rozpuszczalnika w obrębie połowy końca N cząsteczki Nucb2 (odpowiadającej nesfatynie-1 i -2,

czyli resztom aminokwasowym ok. 1-200) uległa zmianie (zwiększeniu), co prowadziło do

zmniejszenia stabilności cząsteczki białka. Połowa ta, pod nieobecność jonów, charakteryzowała

się mozaikową budową, w której rejony o szybkiej i wolnej wymianie przeplatały się ze sobą.

Połowę końca karboksylowego, dla odmiany, charakteryzowała w tym samym czasie szybka

wymiana H-D, co sugerowało dużą dynamikę jej struktury i elastyczną konformację. Jony Zn2+

zwiększały szybkość wymiany w obrębie trzech fragmentów białka (peptydów 33-55, 71-94 i 129-

138), co wskazywało na zwiększoną, na skutek wiązania ligandu, dostępność dla cząsteczek

rozpuszczalnika w tych regionach. Warto zauważyć, że zmiana poziomu wymiany H-D wystąpiła

w regionie przypuszczalnego miejsca wiązania Zn2+, HFREXnH. Z drugiej strony, analiza widm

fluorescencyjnych reszt Trp (52) wykazała, że po związaniu Zn2+ cząsteczka Nucb2 ulega
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kompaktowaniu strukturalnemu, a potwierdziły to również wyniki eksperymentów ograniczonej

proteolizy (jw. ), wyniki analiz SV-AUC (Rys. 4C; dane liczbowe są dostępne w pracy H2) oraz dane

z analizy rozpraszania pozyskane pod małymi kątami (SAXS, small-angle X-ray scatteringi. Jako, że

obie reszty Trp obecne w sekwencji Nucb2 znajdują się w obrębie nesfatyny-3, stąd wniosek, że

wiązanie Zn w obrębie końca aminowego Nucb2 prowadzi do zmiany konformacyjnej, która

propagowana jest również w obrębie końca karboksylowego cząsteczki białka. Wykorzystując ITC

zidentyfikowano dwa miejsca wiązania Zn2+ przypadające na dimer białka, charakteryzujące się

stałymi dysocjacji kompleksu Zn2+-Nucb2 o wartościach, odpowiednio Aji = 24/^M oraz Ad2 = 14

juM, a analiza otrzymanych termogramów (dodatnie wartości ciepła na plateau izotermy

miareczkowania; dane nie pokazane w Autoreferacie) skłoniła do przypuszczeń, iż wiązaniu Zn2+

do cząsteczki Nucb2 towarzyszy dodatkowy proces - oligomeryzacja cząsteczek białka. W

literaturze naukowej nie brakuje obserwacji dotyczących tworzących się/ w obecności nadmiaru

Zn2+, wyższych form oligomerów białkowych. Podobną charakterystykę parametrów

termodynamicznych, także wskazujących na proces oligomeryzacji cząsteczek białka w obecności

Zn2+ obserwowano, m. in. : dla insuliny (55), białka ASR z soi (56) oraz jednego z białek

zidentyfikowanych u roślin i obecnych podczas późnej embriogenezy, AtLEA4-5 (57). Nie

spotkałam się jednak wtedy z takimi doniesieniami publikowanymi dla Nucb2. Aby zweryfikować

hipotezę sformułowaną na podstawie eksperymentów ITC i jednoznacznie wskazać na, lub

wykluczyć, indukowaną jonami Zn oligomeryzację Nucb2, wykorzystano technikę SV-AUC przy

większych (niż dotychczas) molowych nadmiarach Zn nad białkiem oraz, w kolejnym etapie,

analizy transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM, transmission electron microscop)^ wykonane

w obecności Ca , Mg oraz Zn . Obie techniki potwierdziły obecność wysokocząsteczkowych

agregatów w analizowanych próbkach. W nieobecności jonów cząsteczki białka tworzyły drobne

sferyczne skupiska, których rozmiar nie zmieniał się w czasie dwóch tygodni, podczas których

analizowane były próbki (Rys. 6). Dodatek jonów Ca2+ powodował powstanie heterogennej pod

względem wielkości populacji agregatów, których wielkość ulegała jednak z czasem zmniejszeniu.

Podobną tendencję zaobserwowano dla kompleksów Mg -Nucb2. Jednakże najbardziej znaczące

zmiany w morfologii agregatów Nucb2 zaobserwowano w obecności Zn2+. Powstające agregaty

były znacznie większe od pozostałych i dobrze od siebie odseparowane. Analiza wyników

zabranych w pracach H1/H2 pozwoliła na sformułowanie konkluzji, iż wiązanie Zn do Nucb2

prowadzi początkowo do wyeksponowania fragmentu cząsteczki tego białka odpowiadającego

nesfatynie-1 oraz nesfatynie-2 (reszty aminokwasowe ok. 1-200), prawdopodobnie indukując
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kolejne zmiany strukturalne, tym razem zachodzące w obrębie drugiej połowy cząsteczki Nucb2

(reszty ok. 200-400) oraz, w dalszej perspektywie, umożliwia tworzenie się oligomerycznych form

białka. Powstałe otigomery/agregaty mogą stanowić fizjologiczne lub patologiczne formy Nucb2.

llgand

EDTA Ca-" Zn" Mg"

t

i

14

1 MW

Rys. 6. Wynik analizy TEM. Reprezentatywne agregaty Nucb2 obserwowane pod nieobecność (tj
5 mM EDTA) lub w obecności 10 mM CaCl^ 10 mM MgCl2, 0, 3 mM ZnCl^ w przeciągu dwóc

godni. Rysunek zaczerpnięto z pracy H2 (52) i zmodyfikowano.

Rozstrzygnięcie kwestii, czy ta samoasocjacja i/lub precypitacja ma znaczenie fizjologiczne, wymaga

jednak dalszych badań, które będą kontynuowane. Warto jednak zauważyć, że tworzenie

podobnych, nieregularnych skupisk w obecności Zn zaobserwowano m. in. dla białka filamentów

pośrednich, wimentyny (58). Wimentyna jest ekspresjonowana w komórkach mezenchymalnych i

uczestniczy w takich procesach jak podziały komórkowe, migracja komórek i ich sygnalizacja (59).

Wimentyna jest również znana jako marker procesu przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego

(EMT) (60). Co zaskakujące, wcześniejsze badania sugerowały, że Nucb2 również może być

zaangażowana w EMT (61). Zależna od Zn zmiana strukturalna cząsteczek Nucb2 może więc być

związana z rolą tego białka w procesie nowotworzenia. Komórki mózgu (62) oraz komórki beta

trzustki (63) charakteryzują się wysokim stężeniem jonów Zn2+. Jony Zn2+ pełnią w mózgu zarówno

funkcje fizjologiczne, jak i patologiczne, i są niezbędne do utrzymania normalnej aktywności tego

organu. Z drugiej strony, zmiany poziomu Zn są związane z zaburzeniami ośrodkowego układu
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nerwowego, takimi jak choroby neurodegeneracyjne (64) oraz dysfunkcje psychiczne, np. depresja

(65) i schizofrenia (66). W ośrodkowym układzie nerwowym, tj. w podwzgórzu i przysadce

mózgowej, być może nieprzypadkowo, obserwuje się również podwyższony poziom ekspresji

Nucb2.

Podsumowując, do najważniejszych wyników przedstawianych powyżej dwóch prac zaliczam:

. wykpzanie zmienności strukturalnej Nucb2 modulowanej wiązaniem jonów Ca2+ -

wykazano, że wiązanie jonów Ca2+ powoduje znaczną zmianę konformacyjną Nucb2, co

sugeruje, że białko to pełni rolę wrażliwego na Ca2+ czujnika;

. zdefiniowanie miejsca wiązaniajon6wZn2 + -zlokalizowano jedno niekanoniczne miejsce

wiązania tych jonów w obrębie fragmentu odpowiadającego nesfatynie-1 i wykazano

zwiększony potencjał agregacyjny tego regionu białka zwłaszcza w obecności jonów Zn ;

. zmapowanie rejonów białka podlegających zmianom fconformacyjnym indukowanym

Wiązaniem ligandów - wykonane eksperymenty HDX-MS pozwoliły dokładnie

zidentyfikować regiony cząsteczki Nucb2 przechodzące z nieuporządkowanej do

uporządkowanej struktury, co dostarczyło istotnych informacji na temat ich dynamiki w

roztworze;

. scharakteryzowanie cząsteczki Nucb2 jako podzielonej strukturalnie na dwie części -

pokazano, że cząsteczka Nucb2 od końca aminowego zawiera wrażliwą na Zn2+część

obejmującą nesfatynę-1 i -2 (czyli ok 1-200 reszt aminokwasowych) oraz wrażliwą na Ca

część końca karboksylowego cząsteczki (obejmującą nesfatynę-3, tj. reszty ok. 200^00).

d) Struktura nesfatyny-1, nesfatyny-2 oraz peptydu powstałego z ich połączenia (tzw. nesfatyna-

1/2) oraz wpływ jonów Zn na strukturę i funkcję tych białek

H4: Lenda, R., Padjasek, M., Krężel, A., Ożyhar, A., B stranowska D. 3 Does one plus one always
equal two? Structural differences between nesfatin-1, -2, and nesfatin-1/2, (2022) Celi
Communication and Signaling, 20(1), 163.
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H6: Lenda R., Zhukova L., Ożyhar A., B stranowska D. 13 Deciphering the dual naturę of nesfatin-
1: a tale ofzinc ion's Janus-faced influence, (2024) Celi Communication and Signaiing, 22 (1), art.
no. 298.

Nesfatyna-1 jest peptydem o istotnym znaczeniu fizjologicznym i wielokierunkowym

działaniu. Powstaje (wraz z nesfatyną-2 i nesfatyną-3) podczas potranslacyjnej hydrolizy Nucb2,a

następnie jest uwalniana do krwioobiegu, gdzie oddziałując na różne tkanki, reguluje m. in. : apetyt

i metabolizm energetyczny. Projekt zakładający badanie relacji struktura-funkcja nesfatyny-1 był

naturalnym dopełnieniem badań dotyczących właściwości molekularnych Nucb2 i rozpoczął serię

analiz prowadzonych na peptydach powstałych w wyniku proteolitycznej konwersji tego

prekursora. Wyniki tych badań ujawniły swoiste cechy strukturalne i funkcjonalne nesfatyny-1,

których nie obserwowano dla białka pełnej długości. Sądziłam, że porównanie właściwości Nucb2

i nesfatyny-1 pozwoli na dokładniejsze zrozumienie, jak poszczególne fragmenty białka wpływają

na jego funkcje biologiczne i jak konwersja proteolityczna może modyfikować jego aktywność.

Prace H4 oraz H6 powstały w wyniku zaangażowania do projektu doktoranta (Rafała Lendy), nad

którym opiekę promotorską sprawował prof. A. Ożyhar. Podczas ich powstawania pełniłam nie

tylko rolę autora korespondencyjnego, ale również promotora pomocniczego doktoratu Rafała

Lendy. Stąd moje zaangażowanie na wszystkich etapach tworzenia tych publikacji, tj. począwszy

od opracowania koncepcji badań, poprzez wykonywanie analiz (SV-AUC), analizę uzyskanych

wyników, edycję manuskryptu czy udzielanie odpowiedzi na recenzje. Praca nad tymi publikacjami

pozwoliła więc dodatkowo na rozwój moich umiejętności mentoringowych, komunikacyjnych i
networki ngowych.

Nesfatyna-1 jest znaczącym czynnikiem w regulacji metabolizmu, apetytu i gospodarki

energetycznej organizmu (67). Jej rola jako czynnika neuroendokrynnego sugeruje wpływ na

procesy neurologiczne i hormonalne (68). Zrozumienie mechanizmów działania nesfatyny-1 może

prowadzić do odkrycia nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych w chorobach

metabolicznych, takich jak otyłość czy cukrzyca. Badania nad nesfatyną-1 mogą także pomóc w

identyfikacji nowych celów terapeutycznych dla tych schorzeń. Analizy porównawcze prowadzone

z wykorzystaniem nesfatyny-1 i pozostałych produktów proteolitycznej konwersji Nucb2 (jak

nesfatyna-2 i nesfatyna-3) mogą znacząco przybliżyć zrozumienie ich (nieznanych obecnie) funkcji

biologicznych. W kontekście badań nad nowymi terapiami, nesfatyna-1 jest szczególnie

interesująca ze względu na jej potencjalny wpływ na procesy metaboliczne i hormonalne (69).

Ponadto, lepsze zrozumienie roli nesfatyny-1 może pomóc w przeciwdziałaniu epidemii otyłości i
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powiązanych z otyłością powikłań zdrowotnych, a także przyczynić się do rozwinięcia nowych

narzędzi diagnostycznych, które mogą wspierać wcześniejsze wykrywanie i interwencje w

przypadku zaburzeń metabolicznych.

Praca hl4 (70) poświęcona jest analizie strukturalnej ludzkiej nesfatyny-1, nesfatyny-2 oraz

nesfatyny-1/2, (białko powstałe z połącznia nesfatyny-1 i nesfatyny-2; Rys. 1), stanowiącej ponad

40% cząsteczki Nucb2 i, zgodnie z naszą wiedzą, jest pierwszą próbą opisu właściwości

molekularnych tych białek. Wyniki w niej przedstawione identyfikują nesfatynę-1 jako białko

inherentnie nieuporządkowane, zawierające około 57% IDRs i 23% struktury p. W świetle

uzyskanych wyników, struktura drugorzędowa pozostatych dwóch peptydów okazała się być

całkiem odmienna. Eksperymenty CD ujawniły, że ludzkie nesfatyna-2 oraz nesfatyna-1/2 wykazują

w dużej mierze cechy białek uporządkowanych, z zawartością struktur a-helikalnych wynoszącą

odpowiednio ok. 48% i 45%, choć i w ich przypadku zawartość obszarów nieuporządkowanych

(IDR) była znacząca i wynosiła odpowiednio 24% (nesfatyna-2) oraz 30% (nesfatyna-1/2). Stały się

one jednocześnie przyczynkiem do zastanowienia, czy proteoliza nesfatyny-1/2 in vivo może pełnić

rolę "czynnika aktywującego" nesftynę-1 (poprzez przejście z głównie uporządkowanej struktury

nesfatyny-1/2 do nieuporządkowanej struktury nesfatyny-1), zapewniającego przyjęcie

(nieuporządkowanej w dużym stopniu) konformacji, umożliwiającej interakcję z wieloma

partnerami białkowymi. W celu odpowiedzi na to pytanie próbowaliśmy zbadać wzajemne

oddziaływania nesfatyny-1 oraz nesfatyny-2 w roztworze za pomocą eksperymentów CD i SV-AUC.

Spektroskopia CD nie wykazała jednak zmian w strukturze drugorzędowej białek mogących być

skutkiem takiego oddziaływania (nie obserwowano różnicy w widmach nesfatyny-1/2, a widmem

równomolowej mieszaniny nesfatyny-1 i nesfatyny-2). Podobnie, na brak oddziaływania między

peptydami wskazywała analiza SV-AUC. Pokazano zatem, że rzeczywiście, izolowana nesfatyna-1

wykazuje odmienne właściwości molekularne niż gdy jest kowalencyjnie wiązana z nesfatyną-2, a

sama obecność wolnej nesfatyny-2 w roztworze nie jest wystarczająca do indukowania zmian

strukturalnych w obrębie cząsteczki nesfatyny-1 . Z uwagi na fakt, iż jony Zn2+ są wiązane przez

fragment końca aminowego ludzkiej Nucb2 (52), a jony Ca2+, przez fragment końca

karboksylowego (42), w kolejnym kroku postanowiliśmy zbadać wpływ tych jonów na strukturę

izolowanych nesfatyn. Zgodnie z wcześniejszymi wynikami, również w przypadku nesfatyny-1 i

nesfatyny-2, wiązanie Ca2+ nie wpływało jednak na strukturę drugorzędową obu peptydów. Zmian

nie zaobserwowano również w strukturze trzecio-/czwartorzędowej, w eksperymentach SV-AUC.

Zaobserwowaliśmy jednak oddziaływanie ludzkiej nesfatyny-1 z Zn2 +, którego skutkiem była
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strukturyzacja cząsteczki białka, prowadząca do jej kompaktowania się i oligomeryzacji. Wyniki SV-

AUC wskazywały bowiem, że apo-nasfatyna-1, istniejąca w roztworze głównie w postaci

monomeru, po związaniu jonów Zn / wykazywała skłonność do dimeryzacji zależnej od stężenia

Zn2+ a wynikającej prawdopodobnie ze zmiany struktury nieuporządkowanej do uporządkowanej.

Wiązanie Zn2+ testowaliśmy następnie przez znacznym stopniu uporządkowane nesfatynę-2 oraz

nesfatynę-1/2. W obu przypadkach oddziaływanie to wpływało jednak destabilizująco na strukturę

peptydów, zwłaszcza zaś na strukturę nesfatyny-2. Interakcja z Zn nie zmieniała jednak stanu

oligomerycznego obu białek. Nesfatyna-2 występowała w roztworze głównie w postaci monomeru,

obserwowaliśmy jednak w roztworze obecne w ok. 10%, większe niż dimer formy oligomeryczne.

Nesfatyna-1/2, niezależnie czy w kompleksie z ligandem, czy bez, sedymentowała w postaci

dimeru. Wyniki ITC wskazywały na model wiązania 1:1 dla kompleksu Zn2+-nesfatyna-1, co

odpowiada jednemu związanemu jonowi Zn na monomer peptydu oraz zaskakującą

stechiometrię wiązania 2:1 dla nesfatyny-1/2 (nesfatyna-1/2: Zn2+).

W pracy H6 uzupełniliśmy naszą analizę o wpływ jonów Zn2+ na strukturę kurzej nesfatyny-

1, oraz nesfatyny-1/2 (71). Już na sam początku prac zauważyliśmy, iż mimo >90% identyczności

sekwencji ludzkiej i kurzej nesfatyny-2, białka te ekspresjonują się w systemie bakteryjnym na

zupełnie innym poziomie. Wydajność ekspresji kurzej nesfatyny-2 mimo wielu prób pozostawała

nazbyt niskim poziomie, uniemożliwiającym wykonanie analiz biochemicznych. Biorąc pod uwagę

wysoki stopień homologii między poszczególnymi nesfatynami, można spodziewać się podobnych

właściwości molekularnych odpowiednich homologów. Co ciekawe, w większości

przeprowadzonych eksperymentów, opisanych w pracy hl6, zaobserwowaliśmy jednak istotne

różnice. Uświadomiło nam to, że niektóre funkcje Nucb2/nesfatyny mogą być specyficzne dla

danego gatunku. Uzyskane dane CD potwierdziły, że kurza nesfatyna-1 należy do rodziny IDP, i

zawiera około 54% IDRs. Zawartość struktury p i zwrotów oszacowano odpowiednio na około 18%

i 16%. To zachowanie charakteru białek n ieustruktu ryzowanych w przypadku homologów

nesfatyny-1, było jednym z nielicznych podobieństw. Uznaliśmy go za warunek niezbędny do

umożliwienia plejotropowego działania nesfatyny-1 w różnych gatunkach. Podkreślało ono tym

samym znaczenie biologiczne tego wielofunkcyjnego neuropeptydu. Mozaikowy charakter

struktury drugorzędowej kurzej nesfatyny-1/2 (gdzie dłuższe fragmenty helikalne przeplatały się z

krótszymi IDRs) również odzwierciedlał charakter struktury drugorzędowej homologu ludzkiego.

Nie obserwowaliśmy jednocześnie zmian w strukturze drugo- i trzeciorzędowej kurzej nesfatyny-1
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i nesfatyny-1/2 w obecności jonów wapnia Ca , co sugerowało, że również w tym przypadku ich

wiązanie jest cechą charakterystyczną wyłącznie dla Nucb2/nesfatyny-3. W dalszej części pracy

scharakteryzowano główne różnice w sposobie wiązania Zn2+ przez homologi nesfatyny-1 i

nesfatyny-1/2 wnioskując, że powinowactwo i sposób wiązania Zn2+ są różne u różnych gatunków,

co może przekładać się na gatunkowo-specyficzne funkcje tych białek. Kurza nesfatyna-1/2 okazała

się być całkowicie niestabilna w obecności Zn2+. Dodatek jonów Zn2+ do roztworu kurzej

nesfatyny-1 (w stosunku do których wykazała ona podobne powinowactwo, jak homolog ludzki)

powodował natomiast zależny od stężenia wzrost zawartości a-helisy w cząsteczce tego białka oraz

jednoczesny spadek zawartości IDRs, prowadząc do strukturyzacji jej cząsteczki. SV-AUC wykazało,

że strukturyzacja ta/ wiązała się ze znacznym zmniejszeniem objętości hydrodynamicznej cząsteczki

nesfatyny-1 oraz jej zależną od stężenia Zn2+ dimeryzacją. Tym samym pokazano, że

kompaktowanie się oraz dimeryzacja holo-nesfatyny-1 są cechami wspólnymi homologów kurzego

i ludzkiego. Kolejne wyniki wskazały na region M30, jako na prawdopodobną płaszczyznę

oligomeryzacji. To odkrycie jest szczególnie interesujące, ponieważ region M30 jest wysoce

zachowany wśród przedstawicieli rodziny nukleobindyn (72) oraz został eksperymentalnie

wykazany jako odpowiedzialny za ich anoreksygenne działanie (6). W pracy H6 analizę wpływu

Zn2+ na ten rejon uzupełniliśmy także w kontekście homologów ludzkiej nesfatyny-1 i nesfatyny-

1/2. Poprzez szczegółową analizę (HDX-MS) wykazaliśmy subtelne różnice we wpływie Zn na

oba peptydy (odpowiednia nesfatyna-1 vs. odpowiednia nesfatyna-1/2), ujawniając swoistą

dychotomię w odpowiedzi na ich wiązanie. W szczególności zaobserwowaliśmy zupełnie

odmienny wpływ Zn właśnie w rejonie M30 zarówno nesfatyny-1, jak i nesfatyny-1/2. W

homologach nesfatyny-1, wiązanie jonów cynku prowadziło do strukturalnego

zastań iania/maskowania regionu M30, na skutek przejścia struktury nieuporządkowanej tego

fragmentu cząsteczki do uporządkowanej, prowadząc w konsekwencji do tworzenia struktur

podobnych do amyloidowych. Odziaływanie Zn2 +z cząsteczkami nesfatin-1/2 prowadziło jednak,

zupełnie przeciwnie, do eksponowania i destabilizacji regionu M30. Dodatkowo, wiązanie Zn2+

indukowało znaczące odsłonięcie regionów rozpoznawanych przez konwertazy prohormonów w

cząsteczce nesfatin-1/2. Wywnioskowaliśmy stąd, że wiązanie jonów cynku musi być kluczowe dla

regulacji funkcji nesfatyny, umożliwiając czasową i przestrzenną modulację efektu

anoreksygennego nesfatyny-1, jednocześnie ułatwiając jej uwalnianie się z cząsteczki

nukleobindyny-2. Zarówno Nucb2, jak i konwertazy prohormonów ulegają bowiem procesowaniu

m. in. : w aparacie Golgiego, będącym jednym z magazynów jonów cynku, zwłaszcza w komórkach
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wydzielniczych (73). Fragment odpowiadający nesfatynie-2 mógłby natomiast pełnić funkcję
elementu strukturalnego regulującego aktywność i lokalizację Nucb2 i pozostałych nesfatyn.

W ostatniej części pracy H6 zwróciliśmy uwagę na jeszcze jeden bardzo ciekawy aspekt

dotyczący właściwości nesfatyny-1. Wykorzystując technikę spektrofluorymetrii z użyciem

tioflawiny-T wykazaliśmy zdolność nefatyny-1 (ludzkiej i kurzej) do tworzenia in vitro struktur

amyloidowych w sposób zależny od Zn2+. Fluorescencję tioflawiny-T w obecności apo-nesfatyn-1

charakteryzowała minimalna intensywność, świadcząca o niewielkim stopniu wiązania fluoroforu

przez peptyd. Zaobserwowaliśmy jednak silny i zależny od stężenia wzrost intensywności

fluorescencji po dodaniu Zn do homologów nesfatyny-1 (oraz spadek w przypadku homologów

nesfatyny-1/2). Wiązanie tioflawiny-T, która jest specyficzną sondą amyloidową sugerowało, że

kompleksy Zn2+-nesfatyny-1 mogą tworzyć strukturę amyloidową, co z uwagi na fakt obfitego
występowania tego neuropeptydu w centralnym układzie nerwowym, wskazuje na potencjalne

zaangażowanie nesfatyny-1 w procesy neurodegeneracyjne. Zrozumienie charakteru tego procesu

wymaga jednak dalszych badań. Wyniki zgromadzone w obu przedstawionych pracach podkreślają

natomiast złożoność funkcji nesfatyn oraz skomplikowany charakter ich interakcji z jonami cynku,

co ma istotne znaczenie dla zrozumienia biologicznych mechanizmów ich działania i potencjalnego
udziału w procesach neurodegeneracyjnych.

Podsumowując, zebrane w pracach H4 oraz H6 wyniki wskazują na:

. różnice strukturalne w obrębie nesfatyn - apo-nesfatyna-1 (zarówno ludzka, jak i kurza)

wykazuje silnie nieuporządkowaną strukturę, która po związaniu Zn2+ ulega przejściu do

struktury uporządkowanej, a procesowi temu towarzyszy dimeryzacja peptydu i tworzenie
się hydrofobowego rdzenia. W przeciwieństwie do tego, wiązanie jonów Zn2 + 

przez

uporządkowaną nesfatynę-2 oraz nesfatynę-1/2 silnie destabilizuje struktury obu białek;

. nabywanie nowych właśchA/ości przez izolowane peptydy - strukturalnie różne nesfatyna-

1 i -2 wydają się być wzajemnie zależne, gdy są ze sobą połączone wiązaniem

peptydowym, jak wskazują zaobserwowane właściwości molekularne nesfatyny-1/2, które

nie są prostą sumą algebraiczną właściwości izolowanych peptydów;

. wpływ jonów Zn - zaobserwowano, że wiązanie jonów Zn2+: (i) wywoływało
przeciwstawny wpływ na region M30: jego strukturyzację i maskowanie w strukturze

nesfatyny-1 oraz eksponowanie i destabilizację regionu w strukturze nesfatyny-1/2; (ii)
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prowadziło do zwiększonej skłonności do oligomeryzacji i/lub agregacji homologów

kurzych w porównaniu z ludzkimi; (iii) znacząco destabilizowało nesfatyny-2 i nesfatyny-

1/2;

. potencjalne nowe funkcje regulacyjne - na podstawie otrzymanych wyników

zaproponowano, że wiązanie jonów Zn2+ mogłoby odgrywać kluczową rolę w regulacji

funkcji nesfatyn, poprzez przestrzenną i czasową blokadę efektu anoreksygennego

nesfatyny-1 i ułatwianiu jej uwalniania z Nucb2 w środowiskach bogatych w Zn2+;

. wpływ nesfatyny-1 na procesy naurodegeneracyjne - wiązanie tioflawiny-T sugerowało,

że homologi Zn -nesfatyny-1 mogą wykazywać skłonność do formowania struktury

amyloidowej, co wskazuje na ich potencjalne zaangażowanie w procesy

neurodegeneracyjne;

. znaczenie hydrolizy potranslacyjnej Nucb2 - uporządkowana struktura nesfatyny-2 oraz

nesfatyny-1/2, w połączeniu z odrębną strukturą nesfatyny-1, sugeruje, że proteolityczna

hydroliza ludzkiej Nucb2 przez konwertazy prohormonów oraz dalsza hydroliza nesfatyny-

1/2 mogą działać jako mechanizm aktywacji, przypisując fragmentowi odpowiadającemu

nesfatynie-2 strukturalną, choć niejasną rolę.

e) Wpływ jonów metali na konformację nesfatyny-3

H5: Skorupska-Stasiak*, A., B stranowska* D. 3 / Tran, J.B., Krężel, A., Ożyhar, A. Nesfatin-3
possesses divalent metal ion binding properties, which remain hidden in the nucleobindin-2
precursor protein, (2023) Celi Communication and Signaling, 21 (1), art. no. 165. *pierwszy
współautor

Wyniki przedstawione powyżej prowadziły do interesującego wniosku, iż nesfatyny

uwalniane w reakcjach katalizowanych przez konwertazy prohormonów mogą mieć zupełnie inne

właściwości molekularne niż Nucb2, a zatem mogą wykazywać odrębne funkcje fizjologiczne. Do

pełnego obrazu właściwości molekularnych Nucb2 oraz pochodzących z białka prekursorowego

izolowanych peptydów, brakowało jeszcze jednego elementu układanki - nesfatyny-3. Jako że

publikowane wyniki badań eksperymentalnych koncentrowały się głównie na analizie Nucb2 i/lub

nesfatyny-1, szczegóły dotyczące struktury nesfatyny-3 pozostawały do tej pory tematem spekulacji.

Nasze badania przedstawiają pierwszą charakterystykę strukturalną nesfatyny-3 (będącą ostatnią
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analizowaną pochodną proteolitycznej konwersji Nucb2) oraz omawiają wpływ kationów metali

dwuwartościowych na konformację jej cząsteczki w roztworze. Nesfatyna-3, stanowiąc niecałe 60%

cząsteczki Nucb2 (tj. reszty aminokwasowe ok. 170-400), zawiera kluczowe strukturalne regiony

białka pełnej długości, w tym motywy dłoni EF (Rys. 1). Stąd moje oczekiwanie, że jej właściwości

molekularne i powinowactwo do jonów metali dwuwartościowych będą raczej przypominać te,

wyznaczone uprzednio dla Nucb2. Otrzymane wyniki (5) pokazały jednak, że właściwości

molekularne nesfatyny-3 są całkowicie różne od właściwości nukleobindyny-2. Kompleksowa

analiza strukturalna nesfatyny-3 wykazała kilka istotnych odkryć. Pierwsze z nich, to podatność

struktury drugorzędowej nesfatyny-3 na zmiany konformacyjne indukowane jonami metali. Była

ona szczególnie wyraźnie obserwowana w widmach CD, jako wyraźny wzrost zawartości struktury

a-helikalnej indukowanej wiązaniem Ca (Tabela 2), nieobserwowany uprzednio dla Nucb2 (42).

Świadczy to o tym, że izolowana część końca C Nucb2, jaką jest nesfatyna-3, przyjmuje w
roztworze inną konformację niż ten sam fragment będący częścią pełnej długości białka

prekursorowego. Zaintrygowana tą rozbieżnością postanowiłam sprawdzić, czy różnice będą

również obserwowane podczas analizy struktury trzeciorzędowej obu białek. Hydroliza białek

prekursorowych często prowadzi do powstania peptydów o różnych, a nawet antagonistycznych

(w stosunku do prekursora) aktywnościach, co podkreśla znaczenie tego rodzaju modyfikacji

potranslacyjnych (74). l tak, wyniki ograniczonej proteolizy wykazały, że zarówno Ca2 +, jak i Zn2+

wpływały na podatność nesfatyny-3 na hydrolizę. W obecności wysokiego stężenia Ca i Zn2+

szybkość reakcji hydrolizy nesfatyny-3 znacznie malała, świadcząc o jej zwiększonej odporności na

proteolizę w kompleksie z wspominanymi jonami. Dodatkowo, w toku analizy porównawczej

wykazano, że najniższe stężenie Ca , które indukowało zmiany konformacyjne w obrębie

cząsteczki nesfatyny-3, było różne (dziesięciokrotnie) dla różnych homologów białka, co

wskazywało na znaczące różnice w powinowactwie białka do tego jonu.

Do oceny struktury trzeciorzędowej oraz potencjalnej czwartorzędowej wykorzystano

analizę SV-AUC. Hipoteza badawcza, że nesfatyna-3 może dimeryzować, wynikała naturalnie z

faktu, że motywy dłoni EF, znajdujące się centralnie w ich strukturach, mają tendencję do tworzenia

funkcjonalnych dimerów w roztworze. Nie jest to jednak regułą, l rzeczywiście, apo-nesfatyna-3

występuje w roztworze głównie w jednym stanie oligomerycznym, jako dimer o raczej

asymetrycznym, wydłużonym kształcie. Bardziej szczegółowa analiza wykazała, że ani kształt jej

cząsteczki, ani stan oligomeryzacji nie uległy zmianie w obecności Mg2 + 

(Rys. 7A).
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Tabela 2. Opis różnic strukturalnych nesfatyny-3 w odniesieniu do Nucb2.

Analizowana cecha

Stosunek cc-helis do l DR w białku apo

Stosunek a-helis do IDR w obecności ligandu:
Mg2+
Ca2+
Zn2+

Wrażliwość białka apo na hydrolizę enzymatyczną

Wrażliwość białka na hydrolizę enzymatyczną w obecności
ligandu (w odniesieniu do stanu apo):

Mg2+
Ca2+
Zn2+

Stosunek dimeru do monomeru w białku apo przy
największym analizowanym stężeniu białka

Stosunek dimeru do monomeru przy największym
analizowanym stężeniu białka w obecności ligandu

Mg2+
Ca2+

Zn2+
Wartość statej /^ w obecności ligandu:

Mg2+
Ca2+

Zn2+

nesfatyna-3

1,2

1,5
2,6
1,6

niska

i
l

tylko dimer

tylko dimer
24:1

tylko dimer

n. d.
8, 79 jUM
6,95 jUM

Nucb2

2,8

3,1
2,7

3,7
średnia

},
i
i

tylko dimer

9:1

tylko dimer
6:1

203,2/^M
16, 8jUM/19, 8juM
23,9 jUM/14,3 jUM

Dane przedstawione w oparciu o prace (42, 52). Strzałki wskazują stymulujący (f), supresyjny {[)
lub zaniedbywalny (->) efekty cechy wymienionej w lewej kolumnie; n.d. - nie określono (n.d. -
not determined). Tabelę zaczerpnięto z pracy H5 i (5) zmodyfikowano.

Dla próbek białka związanego z Ca obserwowano niewielką frakcję monomerów (Rys.

78), której udział malał wraz ze wzrostem stężenia białka. Świadczyło to natomiast, że Ca -

nesfatyna-3 występuje w roztworze jako dimer, będący w szybkiej równowadze z monomerem.

Najbardziej wyraźne różnice między profilami sedymentacji stanów apo- i holo-nesfatyny-3

obserwowano po dodaniu Zn2+ (Rys. 7C-E). Chociaż kompleksy Zn2+-nesfatyna-3 sedymentują

głównie jako dimery, tu jednak jako dodatkową frakcję, wykryto śladowe ilości oligomerów o

wyższej masie cząsteczkowej. Co ciekawe, praktycznie nie obserwowano wpływu jonów Mg na

strukturę druga- i/lub czwartorzędową nesfatyny-3 (Tabela 2, Rys. 7). Pomiary ciepła

wydzielającego się lub pochłanianego, wykonane techniką ITC, podczas wiązania tych jonów do

cząsteczki nesfatyny-3 również nie wykazały żadnych istotnych zmian entalpii, które mogłyby

świadczyć o oddziaływaniu nesfatyny-3 z jonami Mg2 +. Takie oddziaływanie obserwowałam jednak
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uprzednio dla Nucb2, a odpowiadał za nie fragment białka zawierający motywy dłoni EF, tj.

fragment podpowiadający nesfatynie-3. Jony Mg2 + 

konkurują bowiem o większość miejsc wiązania

jonów Ca , w tym o wiązanie w obrębie motywów dłoni EF. Z tego powodu miejsca wiązania

jonów Ca2+ są często dzielone na miejsca wiążące zarówno Ca2+ jak i Mg2 +, oraz miejsca

specyficzne tylko dla Ca (75) - decydują wartości stałych dysocjacji.
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Rys. 7. Zmiany struktury czwartorzędowej nasfatyny-3 na skutek wiązania Mg2+, Ca2 + i Zn2+

naliza stanu oligomerycznego holo-nesfaytny-3 wykonana techniką SV-AUC w obecności bufor
EDTA (linie czarne) oraz (linie fioletowe) (A) 10 mM Mg2 +, (B) 10 mM Mg2 +, (Q 0, 1 mM Zn2+

(D) 0, 3 mM Zn2+, (E) 0, 8 mM Zn2+. Poszczególne panele rysunku zaczerpnięto z pracy H5 (5)
modyfikowano.

Ostatecznie, aby wyjaśnić różnice w zdolności wiązania Ca /Mg , wykorzystałam

oprogramowanie AlphaFill (wyniki nie pokazane w Autoreferacie). AlphaFill jest narzędziem

komputerowym wykorzystującym znane sekwencje i zdeponowane struktury białek do

przewidywania oddziaływań z małymi cząsteczkami lub jonami białek podobnych. Algorytm opiera

się na podobieństwie sekwencji i struktury między białkami o znanych strukturach a modelami

białkowymi, aby "przenosić" informacje o wiązaniu z białek eksperymentalnych do

przewidywanych struktur białkowych (76). W wyniku analizy dwa jony Mg2 + 
oraz dwa jony Ca2+

(pochodzące odpowiednio ze struktur PDB 5VKW i 1TCF) zostały "zadekowane" w modelach
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AlphaFill, ale dwóch różnych nesfatyn - kurzej nesfatyny-3 (tworzącej preferencyjnie kompleks z

dwoma jonami Mg2 +) oraz ludzkiej nesfatyny-3 (tworzącej preferencyjnie kompleks z dwoma

jonami Ca2+). Algorytm trafnie podkreślił więc taką samą specyficzność obu białek, na którą

wskazywały wszystkie nasze wyniki badań eksperymentalnych (nawiasem mówiąc jeden z jonów

Mg wydaje się być, w przewidywaniach AlphaFill, wiązany w sposób całkowicie przypadkowy;

przypuszczam, że położenie tego jonu jest jednak mało precyzyjne). Powinowactwo do jonów

Mg^+ zdaje się nie tylko różnicować nesfatyny-3 między sobą. Jednocześnie odróżnia je bowiem

od pełniej długości nukleobindyn i sugeruje ich różne role fizjologiczne, nabywane dopiero po

proteolitycznej konwersji białek prekursorowych.

Podsumowując, do najważniejszych wniosków publikacji zaliczam:

. opisanie budowy cząsteczki nesfatyny-3 w roztworze - w formie apo, nesfatyna-3 istnieje

w roztworze jako wydłużona cząsteczka, a wiązaniu jonów metali dwuwartościowych (Ca

i Zn ), towarzyszy jej kompaktowanie się;

. wykazanie zależnej od gatunku specyficzności wiązania jonów metali - wykazano, że

kurza nesfatyna-3 wykazywała bardzo silne powinowactwo wobec jonów Zn2+ oraz

preferowała wiązanie Mg2 + 
niż Ca2+, podczas gdy ludzka wiązała Ca2+ w sposób modelowy

i nie oddziaływała z Mg2 + ale oddziaływała z jonami Zn2+;

. wskazania różnic w oddziaływaniu z ligandami w porównaniu z Nucb2 - Wykazano, że

powinowactwo nesfatyny-3 do jonów Ca i Zn wzrasta w porównaniu do

powinowactwa białka prekursorowego, a w przypadku jonów Mg2 +, drastycznie maleje.

Wnioski dotyczące potencjalnych różnic w funkcjonalności nesfatyny-3 i Nucb2, a

wynikających z ich różnych zdolności do wiązania Mg , Ca i Zn , sugerują różne

funkcje fizjologiczne obu białek.

f) Wielopłaszczyznowy udział Nucb2 w karcynogenezie

H3: Skorupska, A., Lenda, R., Ożyhar, A., B stranowska D. '3 The multifaceted naturę of
nucleobindin-2 in carcinogenesis, (2021) International Journal ofMolecular Sciences, 22 (11), art.
no. 5687.
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Niezależnie od badań zmierzających do pogłębienia stanu wiedzy dotyczącej struktury

Nucb2, śledziłam również intensywnie wyniki pojawiających się badań (zwłaszcza in vivo), które

podejmowały próby wyjaśnienia jej złożonych funkcji fizjologicznych. Badania te jasno wskazywały,

że istnieje coraz więcej dowodów na to, iż Nucb2 może odgrywać ważną rolę w wieloetapowych

procesach nowotworzenia. W ostatnich latach nastąpił bowiem zauważalny postęp w

identyfikowaniu niezwykłej wielofunkcyjności tego białka. W pracy H3, w oparciu o najnowsze

(wówczas) doniesienia literaturowe, przedstawiono krytyczne podsumowanie aktualnego stanu

wiedzy na ten temat. Pomimo swojej roli w regulacji homeostazy energetycznej, Nucb2 wydaje się

być głęboko zaangażowana w proces rozwoju nowotworów. Liczne badania wykazują, że zarówno

Nucb2, jak i produkt jej proteolitycznej konwersji, nesfatyna-1, mogą być związane z progresją

nowotworów. Fakt ten, z kolei może pomóc w przyszłości w wykorzystaniu Nucb2 jako biomarkera

lub czynnika prognostycznego/predykcyjnego związanego z rozwojem raka (77). Wykazano m. in.:

że Nucb2 jest powiązana z przerzutami nowotworowymi i towarzyszącymi im procesami, takimi

jak przejście nabłonkowo-mezenchymalne (EMT, epithelial-mesenchymal transition) (61), stres

siateczki śródplazmatycznej (78) oraz zespół kacheksja-anoreksja w raku (CACS, cancer anorexia-

cachexia syndrome} (79), poprzez regulację szlaków LKB1/AMPK/TORC1/ZEB1 orazAkł/mTOR. Z

drugiej strony Nucb2 i nesfatyna-1 zostały również przedstawione jako stymulatory apoptozy w

komórkach raka nabłonka jajnika oraz raka kory nadnerczy. Wydaje się, że procesy te są

regulowane przez szlaki mTOR/RhoA/ROCK (80), JNK-1/2/p38MAPK oraz Ras/Raf/MEK/ERK (81), a

rola Nucb2/nesfatyny-1 może zależeć od rodzaju tkanki (Tabela 3). Niestety, szczegółowa kontrola

tych procesów nadal nie została w pełni scharakteryzowana.

W powstawaniu tej pracy moja rola była wieloaspektowa. Manuskrypt został napisany przez

dwójkę doktorantów, nad których pracą sprawowałam nadzór. Odpowiadałam za wybór publikacji,

zapewniając, że źródła były odpowiednie i aktualne. Korygowałam manuskrypt, dbając o

poprawność merytoryczną i językową. Weryfikowałam dane literaturowe, aby upewnić się, że

wszystkie informacje były zgodne z najnowszymi badaniami. Wyciągałam konkluzje dotyczące

ogólnego spojrzenia na opisywane procesy, integrując informacje pochodzące z różnych źródeł w

spójną całość, pozwalającą na głębsze zrozumienie tematu i ugruntowując wyciągane wnioski w
istniejącej literaturze.
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Tabela 3. Podsumowanie roli Nucb2/nesfatyny-1 w procesach nowotworzenia.

Typ nowotworu

Rak kory
nadnerczy
Komórki raka

pęcherza
Rak jelita grubego

Komórki czerniaka

Nie-

małokomórkowy
rak płuc
Rak nabłonka

jajnika
Rak komórek

nerkowych

Szlak sygnalizacyjny

JNK-1/2/p38MAPK
Ras/Raf/MEK/ERK

MM Ps

LKB1/AMPK/mTORC1/ZEB1

Sygnalizacja przez białka G

?

FTX/ miR-335-5p/
Akt/mTOR

mTOR/RhoĄ/ROCK

AMPK/mTORCI/ZEBt

Rola Nucb2

Indukcja apoptozy

Promowanie migracji i
inwaz "ności raka

Promowanie EMT i

przerzutów

nowotworowych
Reakcje adaptacyjne

wywołane stresem siateczki
śródplazmatycznej

Wywoływanie EMT i
przerzutów

nowotworowych
Wzmacnianie apoptozy

Indukcja EMT

Rodzaj
badań
in vitro

in vitro

in vitro/in vivo

in vitro/in vivo

in vitro/in vivo

in vitro

in vitro/in vivo

Ref.

(81)

(82)

(61)

(78)

(83)

(80)

(84)

Tabelę zaczerpnięto z pracy H3 (77) i zmodyfikowano.

Podsumowując, do najważniejszych elementów przedstawionej pracy zaliczam:

. wskazania na dualną rolę Nucb2/nesfatyny-1 w karcynogenezie - praca podkreśla, że

Nucb2/nesfatyna-1, mogą pełnić zarówno pro-metastatyczną, jak i anty-metastatyczną rolę,

co zdaje się być kluczowe dla zrozumienia, jak białka te wpływają na rozwój różnych

rodzajów nowotworów;

. dostrzeżenie zależności od tkanki - role Nucb2/nesfatyny-1 w karcynogenezie są ściśle

związane z typem tkanki, w której białka te są ekspresjonowane, co oznacza, że mogą one

promować lub hamować progresję guza w zależności od kontekstu biologicznego. Jest to

istotne dla potencjalnego zastosowania w terapii celowanej;

. Przedstawienie kompleksowego przeglądu badań oraz perspektyw klinicznych - praca

zbiera i analizuje wyniki wielu badań dotyczących roli Nucb2/nesfatyny-1 w

kancerogenezie, co stanowi solidną bazę dla przyszłych badań i może pomóc w

identyfikacji nowych kierunków badawczych lub celów terapeutycznych w różnych typach

nowotworów jest szczególnie interesujące dla klinicystów i badaczy zajmujących się

onkologią.
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g) Podsumowanie

Realizacja niniejszego projektu stanowi jednolitą metodologicznie analizę teoretyczno-

empiryczną poświęconą białkom o dużym znaczeniu fizjologicznym. Możliwa była dzięki

nawiązaniu, dającej wielostronne korzyści intelektualne, współpracy naukowej z innymi polskimi

ośrodkami zajmującymi się biochemią strukturalną białek. Niweluje ona lukę badawczą istniejącą

w zakresie badań strukturalnych nukleobindyny-2 i wskazuje kierunki kolejnych badań, które

mogłyby zostać podjęte. W czasie realizacji niniejszego projektu powstał szereg publikacji

przyjętych do druku w systemie otwartego dostępu w renomowanych międzynarodowych

czasopismach naukowych należących do pierwszego kwartylu w danej dziedzinie, posiadających

wysoki współczynnik oddziaływania oraz wysoką punktację MNiSW. Uzyskane wyniki stanowią

wkład nie tylko w rozwój badań podstawowych, ale przedstawiają cenne wytyczne mogące

przyczynić się do rozwoju badań klinicznych, a także znaleźć zastosowanie komercyjne. Pierwsze,

tak szczegółowe, opisanie właściwości molekularnych zarówno Nucb2, jak i nesfatyn może

znacząco pomóc w zrozumieniu mechanizmów działania tych białek zarówno w prawidłowych

stanach fizjologicznych, jak i patologicznych. W przypadku Nucb2 i/Iub nesfatyny-1, sprzyjać

natomiast dodatkowo może odkrywaniu nowych strategii, mogących pomóc w walce z otyłością,

termogenezą, cukrzycą, starzeniem się i wieloma innymi chorobami metabolicznymi oraz
nowotworami.

Do najważniejszych osiągnięć projektu zaliczam.

. opracowanie wydajnych procedur nadekspresji w komórkach E. coli i oczyszczania

nukleobindyn-2 i nesfatyn;

. wykazanie przynależności nukleobindyny-2 do rodziny białek zawierających IDRs.

Pokazano, że struktura nukleobindyny-2 posiada w części odpowiadającej nesfatynie-1 i

nesfatynie-2 (reszty aminokwasowe ok. 1-200) mozaikową strukturą, w której rejony

uporządkowane i nieuporządkowane przeplatają się ze sobą a w części odpowiadającej
nesfatynie-3 pozostaje nieuporządkowana;

. wykazanie przynależności nesfatyny-1 do IDPs;

. wykazanie zmienności strukturalnej Nucb2 modulowanej wiązaniem jonów Ca2+;
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zlokalizowanie niekanonicznego miejsca wiązania Zn w obrębie fragmentu

odpowiadającego nesfatynie-1 oraz scharakteryzowanie oddziaływania nesfatyny-1 z

jonami Zn2+;

scharakteryzowanie oddziaływania nesfatyny-3 z jonami Ca , Zn ;

wykazanie zależnej od gatunku specyficzności wiązania jonów metali przez nukleobindynę-

2 i nesfatyny;

wskazanie na możliwy udział jonów metali dwuwartościowych w procesie agregacji

nukleobindyny-2 i nesfatyny-1;

wskazanie różnic w budowie i funkcji nesfatyn w stosunku do odpowiednich fragmentów

prekursora białkowego (nukleobindyny-2);

wskazanie, że na skutek procesowania potranslacyjnego izolowane nesfatyny nabywają

nowe właściwości w stosunku do odpowiadającym im fragmentom w białku pełnej długości

(tj. nukleobindynie-2).

4.2.2. Analiza struktury protrombiny z wykorzystaniem technik badania pojedynczych cząstek
W skład drugiego osiągnięcia wchodzą dwa artykuły naukowe opublikowane w latach

2016-2018, w recenzowanych czasopismach naukowych z bazy JCR. Obie prace dokumentują

część wyników uzyskanych podczas stażu podoktorskiego, realizowanego w Wydziale Medycznym

Uniwersytetu Saint Louis (Saint Louis University School ofMedicine, St. Louis, Missouri). Dokładny

opis stażu przedstawiam w punkcie 5.1. Prezentowane artykuły dotyczą badania struktury

protrombiny oraz mezotrombiny, która jest pośrednim produktem w procesie przekształcania

protrombiny w trombinę, w roztworze z wykorzystaniem techniki rezonansowego przeniesienia

energii wzbudzenia elektronowego na poziomie pojedynczych cząstek (PIE smFRET) oraz opisu

konformacyjnej plastyczności cząsteczki tego enzymu. Wyniki uzyskane w czasie realizacji tego

projektu nie tylko poszerzają zakres wiedzy podstawowej dotyczącej tego kluczowego enzymu, ale

wykazują znaczenie także w kontekście racjonalnego wykorzystania protrombiny oraz jej

pochodnych do celów terapeutycznych i biotechnologicznych. Byty one realizowane w ramach

nadrzędnego projektu koordynowanego przez prof. Enrico Di Cerę i w porozumieniu z innymi

członkami zespołu. W ramach mojego projektu badawczego, samodzielnie wykonywałam
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wszystkie etapy pracy, od planowania eksperymentów, poprzez i wykonanie, aż po analizę
uzyskanych wyników.

Wykaz publikacji stanowiących osłonięcie naukowe

H7: Pozzi, N., B stranowska D., Zuo, X., Di Cera, E. Structural architecture of prothrombin in
solution revealed by single molecule spectroscopy, (2016) Journal of Biological Chemistry, 291 (35),
pp. 18107-18116.

H8: Chinnaraj, M., Chen, Z., Pelc, L.A., Grese, Z., B stranowska D., Di Cera, E., Pozzi, N. Structure
of prothrombin in the closed form reveals new details on the mechanism of activation, (2018)
Scientific Reports, 8(1), 2945.

Opis mojego indywidualnego wkładu w powstanie każdego z wymienionych artykułów znajduje
się w Załączniku 4A.

Oświadczenia współautorów określające indywidualny wkład każdego z nich w powstanie

poszczególnych prac znajdują się w Załączniku 5.

Kopie artykułów znajdują się w Załączniku 6.

Paramehy naukomehyczne przedstawionego osiągpięda

Parametry naukometryczne prac dokumentujących przedstawiane do oceny drugie

osiągnięcie naukowe przedstawiono w Tabeli 4

Tabela 4. Podsumowanie naukometryczne osiągnięcia drugiego (punkt 4. 2. 2).

H7

H8

s

Impact Factor*

4,1

4,0

8,1

'* Cytowania***

35

40

75

Indeks

28

30

58

Hirscha: 8

Bez autocytowań

27

30

57

Strona 35 z 58



Załącz ik 3A | DB

* Wartości IF podano według bazy JCR z roku ukazania się publikacji. **Punkty podano według
wykazu czasopism naukowych MNiSWz roku publikacji. *** Cytowania na podstawie bazy Scopus
z dnia 05/12/2024.

Opis osiągnięcia naukowego zaprezentowanego W'serii powiązanych ze sobą artykułów

(H7-H8)

a) Cel projektu

Protrombina jest kluczowym białkiem zaangażowanym w proces krzepnięcia krwi. Bierze

ona udział w reakcji kaskady krzepnięcia, gdzie jest proteolitycznie przekształcana w aktywną

trombinę przez protrombinazę - kompleks składający się z proteazy serynowej Xa i jej kofaktora,

czynnika Va, w obecności jonów wapnia (85). Protrombina jest ekspresjonowana w wątrobie przy

udziale witaminy K i iest niezbędna do orawidłowego funkcjonowania układu krzepnięcia,

zapewniając szybką reakcję na uszkodzenia naczyń krwionośnych. Stanowi ona jedno z najobficiej

występujących białek krążących we krwi. Niniejszy projekt zakładał badanie struktury tego enzymu

i charakteru zmian konformacyjnych w roztworze oraz porównanie otrzymanych danych, ze

zdeponowanymi uprzednio, niepełnymi danymi krystalograficznymi. Prowadzone bowiem w wielu

laboratoriach badania, których celem było określenie struktury trzeciorzędowej tego enzymu

zakończyły się, jak dotąd, niepełnym sukcesem, głównie z powodu obecności w obrębie cząsteczki

licznych IDRs. W związku z tym zrozumienie molekularnych mechanizmów leżących u podstaw

tworzenia z tego zymogenu trombiny, jak i formowania skrzepu, pozostawało niekompletne. Nasze

prace byty więc innowacyjne zarówno pod względem technicznym, jak i koncepcyjnym.

Innowacyjność techniczna wynikała z umiejętnego połącznia różnych dziedzin badawczych, w tym

inżynierii białek, krystalografii rentgenowskiej i spektroskopii pojedynczych cząsteczek, co

pozwoliło wypełnić tę lukę. Innowacyjność koncepcyjna polegała natomiast na zaproponowaniu, a

następnie na szczegółowej weryfikacji nowego mechanizmu działania tego enzymu, który

porządkował, integrował i legitymizował wyniki zebrane podczas dekady obserwacji

biochemicznych protrombiny.

b) Struktura protrombiny w roztworze analizowana przy pomocy spektroskopii pojedynczych

cząsteczek
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H7: Pozzi, N., Bystranowska, D., Zuo, X., Di Cera, E. Structural architecture of prothrombin in
solution revealed by single molecule spectroscopy, (2016) Journal of Biological Chemistry, 291 (35),
pp. 18107-18116.

H8: Chinnaraj, M., Chen, Z., Pelc, L.A., Grese, Z., Bystranowska, D., Di Cera, E., Pozzi, N. Structure
of prothrombin in the closed form reveals new details on the mechanism of activation, (2018)
Scientific Reports, 8(1), 2945.

Cechą charakterystyczną struktury protrombiny jest jej domenowa budowa, która obejmuje

zlokalizowaną na końcu aminowym cząsteczki domenę Cia (reszty aminokwasowe 1-46), domeny

"kringle-1" (65-143) i "kringle-2" (170-248) oraz obecną na końcu karboksylowym domenę

odpowiadającą za aktywność proteolityczną (285-579), wszystkie połączone trzema łącznikami o

dużym stopniu elastyczności (86). Taka plastyczność cząsteczki protrombiny ma swoje znaczenie

fizjologiczne, nie jest jednak możliwa do zaobserwowania w strukturach krystalicznych białka. W

pracy H7 wykorzystano więc technikę rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia

elektronowego na poziomie pojedynczych cząstek (PIE smFRET) aby uzyskać informacje o

konformacji cząsteczki protrombiny w roztworze, mogące dodatkowo poszerzyć wcześniejsze

analizy krystalograficzne. Ja dołączyłam do projektu w momencie, gdy technikę tą prowadzano do

laboratorium, a przed stażem, na zaproszenie prof. E. Di Cery, uczestniczyłam w tygodniowym

szkoleniu organizowanym przez firmę dostarczającą mikroskop konfokalny do pomiarów na

poziomie pojedynczych cząstek i oprogramowanie. W pracy H/ pokazaliśmy (87), że protrombina

w roztworze istnieje w równowadze między dwoma alternatywnymi konformacjami: "otwartą" i

"zamkniętą". Zauważyliśmy, że konformacja zamknięta przeważa (70%) i charakteryzuje się

nieoczekiwanym intramolekularnym zapadaniem się reszty Tyr93, zlokalizowanej w domenie

"kringle-1" w kierunku reszty Trp547, zlokalizowanej w domenie proteazowej, co uniemożliwia

dostęp do miejsca aktywnego i chroni zymogen przed autoproteolityczną konwersją do trombiny.

Konformację otwartą (30%) natomiast z powodzeniem można przybliżyć za pomocą struktury

mutanta delecyjnego protrombiny A154-167, w którym łącznik-2 (łączący domeny "kringle-1" i

"kringle-2") został skrócony. Okazała się ona być bardziej podatna na trawienie chymotrypsyną

oraz autoaktywację i charakteryzowała się strukturą zbliżoną do tej, opisywanej wcześniejszymi

danymi krystalograficznymi. Wyciągnięcie takich wniosków było możliwe dzięki połączeniu analiz

krystalograficznych (przeprowadzonymi przez zespół prof. Di Cery) z badaniami smFRET

przeprowadzonymi (przeze mnie) dla przygotowanych różnych mutowanych form protrombiny w

roztworze. W pracy znalazły się analizy wykonane na czterech zaprojektowanych i

przygotowywanych przeze mnie technikami inżynierii genetycznej, podwójnych mutantach
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protrombiny, w których resztę seryny zastąpiono resztą cysteiny: 34/101 (Cla/"kringle-1"), 210/478

("kringle-2 "/domena proteazowa), 101/478 ("kringle-1 "/domena proteazowa) oraz 120/478

("kringle-1 "/domena proteazowa) oraz dwóch mutantów potrójnych (120/478^Tyr93Ala oraz

120/478/Trp547Ala). Białka ekspresjonowałam w systemie ssaczym (linia komórkowa nerki

chomika BHK-21, Baby Hamster Kidney fibroblastś), oczyszczałam a następnie znakowałam

sondami fluorescencyjnymi, parą akceptor-donor. Eksperymenty limitowanej proteolizy (również

wykonywane przeze mnie) wykazały przyłączenie sond w oczekiwanych pozycjach w każdej z

domen. Wszystkie białka były następnie poddane przeze mnie pomiarom smFRET. Badania

przeprowadzałam w nieobecności i obecności różnych ligandów (tu argatroban i hirudyna, będące,

odpowiednio syntetycznym i naturalnym inhibitorem trombiny, w obu przypadkach stosowanymi

jako leki przeciwzakrzepowe). Dane analizowałam wspólnie z dr. Nicolą Pozzim. Co istotne, analizy

smFRET przeprowadzone w obecności argatrobanu dostarczyły nowych, bezpośrednich dowodów

na to, że protrombina działa zgodnie z mechanizmem selekcji konformacyjnej (88). Spośród dwóch

istniejących w równowadze stanów konformacyjnych protrombiny, tylko jeden charakteryzuje się

otwartym miejscem aktywnym, zdolnym do wiązania cząsteczki ligandu. Ponadto wiązanie się

argatrobanu z konformacją "otwartą" zymogenu nie zmieniało właściwości tej konformacji. W

alternatywnym mechanizmie indukowanego dopasowania, wiązanie ligandów powodowałoby

powstanie nowych, nieistniejących w nieobecności ligandu stanów konformacyjnych (89). Taki

scenariusz nie znajduje jednak poparcia w danych zebranych podczas pomiarów smFRET

wykonanych po wiązaniu argatrobanu z cząsteczką protrombiny (87). Otwartym pytaniem

pozostawało natomiast, czy obie formy strukturalne, tj. "zamknięta" i "otwarta", odgrywają rolę w

aktywacji protrombiny przez kompleks protrombinazy.

Nowa technika badawcza jaką był smFRET, okazała się bardzo pomocna w analizie

strukturalnej protrombiny w roztworze. Pomyślałam wówczas, że mogłaby zostać również z

powodzeniem wykorzystana w analizie strukturalnej mezotrombiny, która jest pośrednim (ale

kluczowym) produktem w procesie przekształcania protrombiny w trombinę. W ramach tego

projektu przygotowywatam więc nie tylko mutanty protrombiny, ale i mezotrombiny. Moje badania

miały na celu wyjaśnienie subtelnych różnic w strukturze protrombiny w roztworze oraz

porównanie ich z właściwościami mezotrombiny. Białka, podobnie jak poprzednio,

ekspresjonowałam w systemie ssaczym BhIK, oczyszczałam, znakowałam znacznikami

fluorescencyjnymi oraz wykonywałam pomiary smFRET wraz z ich analizą. Uzyskane wyniki zostały

włączone do kolejnej z dwóch przedstawionych tu prac, pracy H8, stanowiącej analizę,
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niescharakteryzowanej wcześniej konformacji "zamkniętej" cząsteczki protrombiny, która jest

forma dominującą w roztworze w warunkach fizjologicznych. W publikacji tej technikami
krystalografii rentgenowskiej oraz smFRET scharakteryzowaliśmy budowę mutanta protrombiny
"zablokowanego" w konformacji "zamkniętej", dla którego domena "kringle-1" została dzięki

wprowadzonym przy pomocy technik mutagenezy ukierunkowanej resztom cysteiny, połączona z

domeną proteazową za pomocą dodatkowego mostka disiarczkowego. W pracy przedstawiona

została struktura krystaliczna niskiej rozdzielczości tego mutanta (otrzymana przez zespół prof. Di

Cery), która wraz z danymi pomiarów smFRET (przeprowadzanymi przez mnie) pokazała w jaki

sposób wewnątrzcząsteczkowe zapadanie się domeny "kringle-1" na domenę proteazową

stabilizuje konformację "zamkniętą" protrombiny. Porównawcze badania funkcjonalne mutanta

stabilizującego konformację "zamkniętą", z otrzymanymi uprzednio danymi dotyczącymi

mutantów stabilizujących formę "otwartą" protrombiny ujawniły szczegóły molekularne dotyczące

procesu aktywacji protrombiny: forma "zamknięta" promuje hydrolizę w miejscu Arg320

prowadząc do powstania mezotrombiny, a forma "otwarta" promuje hydrolizę w miejscu Arg271,
skutkujące powstaniem pretrombiny-2 (90). To funkcjonalne rozróżnienie dotyczyło także dalszej
aktywacji mezotrombiny, która występuje w roztworze głównie w konformacji "otwartej" i może
być procesowana tylko w pozycji Arg271. W pracy doszliśmy więc do wniosku, że protrombina

wiąże się z protrombinazą będąc w konformacji "zamkniętej", a po hydrolizie przy Arg320

przechodzi w mezotrombinę, przyjmując konformację "otwartą". Ta z kolei jest następnie

hydrolizowana w pozycji Arg271, co prowadzi do powstania dojrzałego enzymu - trombiny (90).

4.2.3. Dodatkowe aktywności badawcze: Wykorzystanie ultrawirowania analitycznego w analizie
strukturalnej białek o potencjalnym znaczeniu fizjologicznym

Poniżej przedstawiłam, w skrócie, opis pozostałych aktywności badawczych, które byty

przeze mnie realizowane w ramach uczestnictwa w innych, zakończonych już projektach. W

Katedrze Biochemii i Biologii Molekularnej Politechniki Wrocławskiej początkowo

współprowadziłam, a obecnie prowadzę pracownię ultrawirowania analitycznego (AUC, analytical

ultracentrifugation}. Od kilku lat wykonuje tam badań iawtaściwości hydrodynamicznych (takich jak
masa cząsteczkowa, promień hydrodynamiczny i konformacja) białek i krótkich peptydów na

podstawie danych uzyskanych z analizy AUC. Technika ta jest szczególnie przydatna do badania

białek funkcjonujących w roztworze w różnych stanach oligomerycznych, ale także do analizy

kompleksów białkowych oraz interakcji białek z innymi cząsteczkami. Umożliwia ona nie tylko
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określenie masy cząsteczkowej białek i ich oligomerów, ale również, m. in. : dostarcza informacji na

temat kształtu, objętości i rozmiaru tych cząsteczek. Prowadzone w ten sposób analizy pozwalają

na lepsze zrozumienie zarówno struktury, jak i funkcji analizowanych makromolekuł.

W^caz publikacji reprezentujących dodatkowe ahtywnoSci badawcze

S1: Kolanko, M., B stranowska D., Taube, M., Kozak, M., Bostock, M., Popowicz, C., Ożyhar, A.,
Greb-Markiewicz, B. The intrinsically disordered region of CCE protein adopts a morę fixed
structure by interacting with the LBD ofthe nuclear receptor FTZ-F1, (2020) Celi Communication
andSignaling, 18(1), 180.

52: Wieczorek, E., Kędracka-Krok, S., B stranowska D., Ptak, M., Wiak, K., Wygralak/ Z.,
Jankowska, U., Ożyhar, A. Destabilisation ofthe structure oftransthyretin is driven by Ca , (2021)
Intemational Journal of Biological Macromolecules, 166, pp. 409^23.

S3: Szefczyk, M., Szulc, N., Cąsior-Cłogowska, M., B stranowska D. Żak, A., Sikora, A., Polańska,
O., Oźyhar, A., Berlicki, Ł. The application of the hierarchical approach for the construction of
foldameric peptide self-assembled nanostructures, (2023) SoftMatter, 19(21), pp. 3828-3840.

S4: Construction ofcoiled-coil-based nanocarriers with a cyclic p-amino acid at the key interaction
site - praca na etapie recenzji.

S5: Balandin, D., Szulc, N., B stranowska D., Gąsior-Głogowska, M., Kruszakin, R., Szefczyk, M.
Boosting stability: a hierarchical approach for self-assembling peptide structures, (2024) Journal of
Materials Chemistry B, 12(41), pp. 10682-10691.

Współautorstwo w pracy S1 jest wynikiem współpracy z dr inż. Martą Kolonko-Adamską.

Badania zawarte w tej publikacji dotyczą analizy strukturalnej białka CCE (Cerm cell-expressed) z

Drosophila melanogaster, które jest uznawane za receptor hormonu juwenilnego u owadów,

zapobiegający ich przedwczesnemu przeobrażeniu. Praca jest poświęcona fragmentowi końca

karboksylowego białka, tzw. GCEC, które, jak w niej pokazano, posiadało cechy IDR i wykazywało

zdolność do oddziaływania z receptorem jądrowym FTZ-F1 [Fushi Tarazu factor-Tj. Przedstawione

badania przyczyniają się do lepszego zrozumienia molekularnych podstaw funkcjonowania CCEC.

Wykonywane przeze mnie do pracy analizy AUC pozwoliły na eksperymentalne wyznaczenie masy

cząsteczkowej GCEC, która okazała się równa teoretycznej masie cząsteczkowej obliczonej na

podstawie sekwencji aminokwasowej (91). Pokazano także, że GCEC jest w roztworze białkiem

monomerycznym i wykluczono jego agregację, mino iż dane uzyskane innymi technikami

badawczymi sugerowały uprzednio możliwość istnienia białka w formie oligomerycznej. Kształt

cząsteczki scharakteryzowano jako wydłużony, o dużym stopniu asymetrii. Potwierdzono więc

przynależność białka do grupy białek w dużym stopniu nieustrukturyzowanych.
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Praca S2 jest wynikiem współpracy z dr hab. inż. Elżbietą Wieczorek. Porusza ona kwestię

wpływu wysokich stężeń jonów Ca2+ i Mg2 + 
(w nieobecności i obecności innych czynników) na

strukturę ludzkiej transtyretyny. Transtyretyna jest białkiem, które w warunkach fizjologicznych

odpowiada za transport witaminy A i hormonów tarczycy we krwi, w patologicznej natomiast

(wynikającej z nieprawidłowej struktury białka lub mutacji jego genu) - jest białkiem składowym

amyloidu. Wykorzystując technikę SV-AUC pokazałam, że pod wpływem milimolarnych (tj.

wyższych niż fizjologiczne) stężeń Ca2 + lub Mg2 +, zachodziła niewielka zmiana promienia Stokes'a

cząsteczki transtyretyny. Dodatkowo, w próbce białka, która była analizowana w obecności skrajnie

wysokiego stężenia Ca2+, zaobserwowano bardzo małą subpopulację cząsteczek transtyretyny,

które sedymentowaty jak ponad 134-kDa, wysokocząsteczkowy oligomer (masa cząsteczkowa

tetrameru transtyretyny, obserwowanego w warunkach fizjologicznych wynosi ok. 55 kDa) (92).

Nienatywne stany konformacyjne cząsteczki transtyretyny są natomiast wiązane z jej

właściwościami amyloidogennymi. Proces przejścia transtyretyny ze stanu natywnego do

nienatywnego, który jak się okazało w toku dalszych badań (93), w warunkach in vitro przebiegał

(w obecności nie tylko Ca2+, ale również ditiotreitolu, czy reaktywnych form tlenu) właśnie poprzez

destabilizację niewielkich porcji (subpopulacji) cząsteczek tego białka.

Najnowszym projektem, do którego zostałam zaproszona, jest projekt dr Moniki Szefczyk,

która zajmuje się tworzeniem specjalnych nanostruktur opartych na foldamerach peptydowych,

badając ich możliwe zastosowanie jako nośników leków. Są to oligomery peptydowe, które

wykazują zdolność do samoorganizacji w precyzyjne nanostruktury - w zależności od warunków

środowiska, funkcjonują więc w odrębnych stanach konformacyjnych. Ich cechą charakterystyczną

jest obecność nienaturalnych aminokwasów, zwiększających, m. in. : odporność na degradację

proteolityczną. W pracy S3 pokazaliśmy, że hierarchiczne podejście w procesie konstruowania

nanofibryli opartych na foldamerach peptydów typu a, R jest racjonalną metodą projektowania

nowych samoorganizujących się nanomateriałów opartych właśnie na peptydach. Peptydy, które

badałam charakteryzowały się strukturą typu "coiled-coil" i tworzyły dwuniciowe superhelisy

składające się z powtarzających się fragmentów helisy a. Analizowane byty parami: w wersji

niezmodyfikowanej oraz modyfikowanej poprzez dołączenie reszty trans-ACPC (kwas tf-ans-C\ S, 2S)-

2-aminocyklopentanokarboksylowy), często używanej w badaniach strukturalnych i inżynierii

białek jako analog naturalnych aminokwasów, takich jak alanina. Rola trans-ACPC w

biatkach/peptydach typu "coiled-coil" polega na zwiększeniu stabilności a-helisy poprzez

wprowadzenie modyfikacji chemicznej w łańcuchu głównym białka. Dzięki temu modyfikacja ta
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może prowadzić do zwiększenia termodynamicznej stabilności dimerów "coiled-coil", co jest

korzystne w przypadku projektowania nowych białek lub modyfikowania istniejących struktur

białkowych. Eksperymenty SV-AUC ujawniły (94), że wszystkie analizowane peptydy występują w

roztworze jako raczej wydłużone cząsteczki i wykazują tendencje do oligomeryzacji, której

charakter zależy jednak od sekwencji peptydu. Dominującym stanem oligomerycznym okazał się

być jednak dimer. Wprowadzenie reszty trans-f^CPC nie tylko wpływało na stan oligomeryczny

zaprojektowanych peptydów, ale także ich kształt. Z analiz pozostałych współautorów wynikało

natomiast, że mogło to dodatkowo poprawić stabilność konformacyjną peptydu w warunkach

zmieniającego się pH, temperatury lub w obecności proteaz. Badania nad wpływem reszty trans-

ACPC były następnie kontynuowane w pracy S4, na zestawie peptydów, dla których reszta trans-

ACPC została wprowadzona w pozycję odpowiedzialną za kluczowe interakcje hydrofobowe (tzw.

"a siW w siedmioaminokwasowym powtórzeniu). Były do peptydy, których sekwencje zostały

zaczerpnięte z bazy PDB, a więc o znanej strukturze czwartorzędowej oraz ich modyfikowane przy

pomocy trans-ACPC wersje. Na podstawie analizy SV-AUC (S4) zauważyliśmy znaczne różnice w

stanach oligomerycznym badanych peptydów, również w porównaniu do modeli zdeponowanych

w PDB. Tylko w jednym przypadku, wprowadzenie modyfikacji w postaci trans-^CPC nie wpłynęło

na strukturę peptydu. W pozostałych prowadziło do formowania się dodatkowych populacji

cząsteczek składających się albo z wysokocząsteczkowych oligomerów, albo z

oddzysocjowywanych pojedynczych helis. W kolejnym etapie prac obserwowałam także różnice w

zdolności wiązania ligandu (DPH, 1, 6-difenylo-1, 3, 5-heksatrien) przez poszczególne struktury.

Zgodnie z oczekiwaniami, wyższy stan oligomeryczny ułatwiał wiązanie cząsteczki ligandu w kanale

foldameru. Ponadto, wykazano, że nanostruktury zawierające resztę trans-^CPC charakteryzują się

większą elastycznością konformacyjną. Cząsteczka DPH wiązała się natomiast preferencje ze

strukturami heksamerycznymi, nawet do tego stopnia, iż powodowała "wypychanie" pojedynczej

helisy z układów heptamerowych. W ostatniej pracy z tej serii, S5, wpływ reszty trans-ACPC był

testowany na tworzenie włókien/fibryli przez dimeryczne peptydy typu "coiled-coil" o tzw. "lepkich

końcach". Dla tych peptydów nie obserwowałam jednak żadnych różnic w parametrach

hydrodynamicznych. Analizy z użyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM,

transmission electron microscope) ujawniły jednak ostatecznie, że reszta trans-ACPC wzmacnia

zdolność analizowanych peptydów do samoorganizacji prowadząc do powstania bardziej

uporządkowanych i regularnych sieci włókien (95).
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4. 3.4. Plany naukpwe na przyszłość

Rozpoczynając opisany powyżej (punkt 4.2. 1) projekt badawczy zmierzałam do wykonania
szczegółowej analizy związku między strukturą Nucb2, a jej funkcją. W efekcie jego realizacji
pokazano, iż cząsteczka Nucb2 składa się z dwóch części: pierwszej (obejmującej nesfatynę-1 i
nesfatynę-2, tj. reszty aminokwasowe 1-163), podobnej strukturalnie do mozaiki, w której
nieuporządkowane i uporządkowane rejony przeplatają się z sobą, i drugiej (nesfatyny-3; reszty

aminokwasowe 166-396), nieuporządkowanej. Dowiedziono także, że obecność Ca2+ indukuje
tworzenie mozaikowatej struktury także w obrębie tej n ieustruktu ryzowanej części cząsteczki

Nucb2, a także, że wpływa na ogólny kształt cząsteczki nukleobindyny-2. W kolejnym kroku
podjęłam się badania wpływ innych ligandów, jak Mg2 +, czy Zn2+, pokazując ograniczony wpływ

wiązania Mg2 +, ale znaczący - Zn2+. Reasumując, wyniki uzyskane podczas realizacji projektu,

pozwolity na zbudowanie modelu, który zakłada umowny podział cząsteczki Nucb2 na dwie części:

wrażliwą na obecność Zn2+ część obejmującą nesfatynę-1 i nesfatynę-2 (reszty ok. 1-200) oraz

wrażliwą na obecność Ca2+ część obejmującą nesfatynę-3 (reszty ok. 200-tOO). Wyniki te są
pierwszymi opisującymi molekularną charakterystykę tego ważnego białka. Celem dokładniejszej

analizy zbadano również budowę poszczególnych, izolowanych nesfatyn. Wyniki tych badań
pokazują, że wszystkie izolowane nesfatyny posiadają unikalne właściwości strukturalne i

funkcjonalne, których nie obserwowano dla odpowiadających im rejonów prekursorowej Nucb2.

W kolejnym kroku chciałabym zająć się poznaniem roli jaką wiązanie jonów metali przez
nukleobindynę-2/nesfatyny odgrywa w fizjologicznych i patologicznych procesach organizmu. Z
uwagi na fakt, iż Nucb2 jest białkiem wiążącym Ca2+, przypuszczam, że bierze ona udział w

procesach biomineralizacji prowadzących do utwardzenia lub usztywnienia zmineralizowanych
materiałów. Natomiast ze względu na zdolność do oddziaływania z DNA wydaje się
prawdopodobne, że białko to może odgrywać istotną rolę w procesie zwanym spontaniczną
separacją faz ciecz-ciecz. Biomineralizacja jest szeroko rozpowszechnionym procesem
prowadzącym do powstawania w organizmach, nieorganicznych biominerałów, (m. in. tworzenia

krzemianów w algach i okrzemkach, węglanów u bezkręgowców oraz fosforanów i węglanów
wapnia w tkankach twardych kręgowców). Proces separacji faz ciecz-ciecz prowadzi z kolei do

powstania tzw. bezbłonowych organelli białkowych, których poprawne funkcjonowanie jest

niezbędne dla komórki, i których dysfunkcja jest związana z różnymi stanami patologicznymi
organizmu, w tym zaburzeniami związanymi z wiekiem.
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Chociaż w literaturze brak jest bezpośrednich dowodów ani na zaangażowanie Nucb2 i/lub

nesfatyn w separację faz ciecz-ciecz, ani na udział tych białek w procesie biomineralizacji

kryształów węglan u wapnia, dane uzyskane przez mnie we wstępnych badaniach (Rys. 8) sugerują,

że zarówno Nucb2 jak i odpowiednie nesfatyny mogą być zaangażowane w obu tych procesach.

W kolejnych badaniach postaram się zweryfikować te hipotezy.

5. Informacja o wykazywaniu się istotną aktywnością naukową realizowaną w
więcej niż jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczególności
zagranicznej.

5. 1. Współpraca naukowa z krajowymi i zagranicznymi ośrodkami badawczymi

leszcze w trakcie trwania studiów doktoranckich (w 2012 roku) zostałam zatrudniona w

charakterze asystenta w Politechnice Wrocławskiej. Od lipca 2014 r. do końca 2015 r. odbyłam

staż podoktorski na Wydziale Medycznym Uniwersytetu Saint Louis (Saint Louis University School

of Medicine, St. Louis, Missouri), który jest częścią Saint Louis University (SLU) i jest jedną z

najstarszych szkół medycznych na terenie Stanów Zjednoczonych, sięgającą swoimi korzeniami lat

40. XIX wieku. Dołączyłam do laboratorium prof. Enrico di Cery (ponad 10000 cytowań, indeks h

55). Profesor E. Di Cera to ceniony naukowiec specjalizujący się w dziedzinie biochemii i biologii

molekularnej. Jego badania koncentrują się głównie na strukturze i funkcji białek, ze szczególnym

uwzględnieniem enzymów proteolitycznych i czynników krzepnięcia krwi. Obecnie, głównym

tematem badań jego oraz jego zespołu są zagadnienia tyczące struktury i funkcji proteaz

serynowych, zwłaszcza ich specyficzności substratowej i allosterycznej regulacji. Zakład koncentruje

się na badaniu trombiny oraz jej zymogenu - protrombiny. Badania te są nie tylko interesujące z

punktu widzenia nauk podstawowych, ale również ważne z punktu widzenia projektowania

wyspecjalizowanych enzymów wykorzystywanych w przemyśle przy projektowaniu zarówno leków

przeciwzakrzepowych, jak i w przypadku środków stosowanych w czasie niedoboru czynników

indukujących proces krzepnięcia krwi. Zespół prof. E. Di Cery od lat wykorzystuje w swojej

działalności naukowej krystalografię i analizę rentgenowską kryształów białek a od niedawna także

kriomikroskopię elektronową (cryo-EM). W momencie rozpoczynania przeze mnie stażu, z uwagi

na obecność w cząsteczce protrombiny rejonów inherentnie nieuporządkowanych, żadnemu z

zespołów badawczych nie udało się rozwiązać struktury krystalicznej białka pełnej długości.

Niewiele wiadomo było również na temat budowy czy właściwości hydrodynamicznych tych białek

w roztworze. Dokładniejszy opis projektu realizowanego w ramach stażu podoktorskiego
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przedstawiono w Załączniky 4^,. Wyniki uzyskane w ramach stażu zostały zebrane i opublikowane
w dwóch pracach H7, H8.

Poza współpracą w ramach stażu podoktorskiego nawiązałam również współpracę z

uznanymi ośrodkami naukowymi, w Polsce. Należą do nich m. in.:

. Zespół Inżynierii Peptydów Wydziału Chemicznego, Uniwersytet Wrocławski (Wrocław) -

Współpraca z dr. Markiem Cebratem dotyczyła znakowania znacznikami jonizacyjnymi

homologów białka Nucb2 oraz białka kapsydowego z wirusa Zika (C protein). Współpraca

została rozpoczęta w 2017 roku;

. Instytut Paleobiologii Polska Akademia Nauk (Warszawa) - Współpraca z prof. Jarosławem

Stolarskim dotyczyła zbadania zdolności biomineralizacyjnej Nucb2. Współpraca została

rozpoczęta w 2018 roku. Wyniki uzyskane w ramach tej współpracy stały się podstawą do

złożenia wniosków grantowych Opus22, Opus24, Opus26;

. Środowiskowa Pracownia Spektrometrii Mas, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska

Akademia Nauk (Warszawa) - Współpraca z prof. Michałem Dadlezem dotyczyła analiz

h!DX białka Nucb2 oraz nesfatyny-1. Współpraca została rozpoczęta w 2019 roku.

Uzyskane wyniki zostały opublikowane w pracach H1, H2 oraz H6;

. Zakład Chemii Biologicznej, Wydział Biotechnologii, Uniwersytet Wrocławski (Wrocław) -

Współpraca z prof. Arturem Krężelem dotyczyła analiz ITC Nucb2 oraz nesfatyn.

Współpraca została rozpoczęta w 2019 roku. Uzyskane wyniki zostały opublikowane w

pracach H2, H4 oraz H5;

. Zakład Fizyki Biomedycznej, Wydział Fizyki, Uniwersytet Adama Mickiewicza (Poznań) -

Współpraca z prof. Maciejem Kozakiem dotyczyła analiz SAXS Nucb2. Współpraca została

rozpoczęta w 2020 roku. Uzyskane wyniki zostały opublikowane w pracy H2;

Katedra Biologii Eksperymentalnej, Uniwersytet Przyrodniczy (Wrocław) - Współpraca z

prof. Krzysztofem Maryczem dotyczyła badania potencjału osteogennego białka Nucb2

Strona 46 z 58



Załącznik 3A | DB

względem mezenchymalnych komórek macierzystych (MSC) pochodzących ze szpiku

kostnego owiec. Współpraca została rozpoczęta w 2020 roku;

Instytut Niskich Temperatur i Badań Strukturalnych, Polska Akademia Nauk (Wrodaw) -

Współpraca z dr hab. Maciejem Ptakiem dotyczyła wykonania analiz FTIR oraz Ramana

Nucb2, nesfatyny-1 oraz nesfatyny-2. Wspótpraca została rozpoczęta w 2020 roku. Wyniki

uzyskane w ramach tej współpracy stały się podstawą do złożenia wniosków graniowych

Opus22, Opus24, Opus26;

University of Roehampton (London) - Współpraca z prof. Fulvio D'Acquisto dotyczyła

przeprowadzenia in vitro badań strukturalnych białka Immuno-moodulin (Imood).

Współpraca została rozpoczęta w 2020 roku.

5. 2. Udział w międzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Poniżej przedstawiam listę doniesień konferencyjnych prezentowanych w formie plakatu.

Najważniejsze wyniki publikowane pracach stanowiących pierwsze osiągnięcie habilitacyjne

prezentowałam osobiście na plakatach oznaczonych numerami 7 i 17.

1. Skorupska, A, Bystranowska, D. (2017) Preparation of recombinant vectors to aid in carrying out
expression and purification of Callus gallus Nucleobindin-2 protein. Konferencja "Ko-oper",
Szklarska Poręba. Streszczenie opublikowane w Pracy zbiorowej pod redakcją Jarosława Szreka,
Interdyscyplinarność badań naukowych 2017, str. 33-37.

2. Tarczewska, A., Kozłowska, M., Jakób, M., Bystranowska, D., Taube, M., Kozak, M. Czarnocki-
Cieciura, M. Ożyhar, A. (2017) Nucleoplasmin-like FKBP39 from Drosophila melanogaster K a
partly disordered tetramer. 19th IUPAB Congress and 11th EBSA Congress organizowany przez
European Biophysical Societies Association (EBSA), British Biophysical Society (BBS), Institute of
Physics (IOP), Edinburgh, Scotland, United Kingdom.

3. Skorupska, A, Nowak, A., Ożyhar, A, Bystranowska, D. (2018) Preparation of recombinant
vectors used for expression and purification of Callus gallus Nucleobindin-2 protein and three
products of its proteolytic cleavage. 2nd Wrocław Scientific Meetings, Wrocław. Streszczenie
opublikowane przez Wydawnictwo Naukowe TYGIEL Sp. z o.o., str. 103.

4. Wieczorek, E., Kędracka-Krok, S., Jankowska, U., Bystranowska, D. ; Ożyhar A. (2018)
Transthyretin binds riboflavin photoproducts and undergoes structural changes upon irradiation
Gordon Research Conference on Thiol based Redox regulation and Signalling, Barcelona, Spain.

5. Skorupska, A, Ożyhar, A, Bystranowska, D. (2018) Purification and initial characterization of
Nucleobindin-2 protein from Gallus gallus. Brd Congress of Polish Biosciences B102018 and 51 st
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Meeting ofthe Polish Biochemical Society, Gdańsk. Streszczenie opublikowane na str. 89 Book of
Abstracts.

6. Skorupska, A., Dąbrowska, K., Ożyhar, A., Bystranowska, D. (2019) Intrinsic disorder ofthe C-
terminus of nucleobindin-2 from Callus gallus. 44th FEBS Congress, From Molecules to Living
Systems, Kraków. Streszczenie opublikowane w: Supplement: 44th FEBS Congress, From Molecules
to Living Systems, str. 249.

7. Skorupska, A., Ożyhar, A., Bystranowska, D. (2019) Initial biochemical and structural
characterization of Nucleobindin-2 from Homo sapiens and Callus gallus. Biomolecules and
Nanostructures 7, Pomlewo koło Gdańska.

8. Skorupska, A. Ożyhar, A. Bystranowska, D. (2019) The effect of metal ions binding on the
structure of Nucteobindin-2 from Callus gallus and Homo sapiens. 3rd Wrocław Scientific Meetings,
Wrocław. Streszczenie opublikowane przez Wydawnictwo Naukowe TYGIEL Sp. z o.o., str. 156.

9. Lenda, R., Ożyhar, A., Bystranowska, D. (2019) Preperation of recombinantvectorfor expression
of Callus gallus nesfatin-1/2. Streszczenie opublikowane w: PANIC2019 PhoBiA Annual
Nanophotonics International Conference, Wrocław, str. 63.

10. Skorupska, A. Ożyhar, A., Bystranowska, D. (2020) The structure of Nucleobindin-2 is regulated
by divalent metal cations. 4th International Wrocław Scientific Meetings, Wrocław, 2020.
Streszczenie opublikowane przez Wydawnictwo Naukowe T/GIEL Sp. z o. o., str. 67.

11. Lenda, R., Bystranowską, D. (2020) Preparation of nesfatin-1 - a novel multifunctional
hormone peptide. 4th International Wrocław Scientific Meetings, Wrocław, 2020. Streszczenie
opublikowane przez Wydawnictwo Naukowe TYGIEL Sp. z o. o., str. 158.

12. Skorupska, A. Żak, A.M., Ożyhar, A., Bystranowska D. (2021), Zinc-dependentoligomerization
propensity of Nucleobindin-2 from Callus gallus. ChemBiotlC, Chemistry & Biotechnology
International Conference, Wrocław. Streszczenie opublikowane na str. 65 Book ofAbstracts.

13. Skorupska, A., Kaus-Drobek, M., Ożyhar, A., Bystranowska, D. (2021) The Zn2+-dependent
change of Nucleobindin-2 structure. 45th FEBS Congress, Molecules of Life: Towards New
Horizons, Ljubljana, Slovenia. Streszczenie opublikowane w: Supplement: 45th FEBS Congress,
Molecules of Life: Towards New Horizons, str. 195.

14. Lenda, R., Ożyhar, A., Bystranowską, D. (2021) Conformational changes of nesfatin-1 in the
presence ofZn(ll) ions. 45th FEBS Congress, Molecules of Life: Towards New Horizons, Ljubljana,
Slovenia. Streszczenie opublikowane w: Supplement: 45th FEBS Congress, Molecules of Life:
Towards New Horizons, str. 195.

15. Skorupska, A., Ożyhar, A., Bystranowska, D. (2021) Wpływ jonów Zn na strukturę
Nukleobindyny-2. XIII Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa T/GIEL2021, Lublin. Streszczenie
opublikowane w "Interdyscyplinarność kluczem do rozwoju", str. 282-283.

16. Lenda, R., Bystranowska, D. (2021) Wpływ jonów Zn(ll) na strukturę drugorzędową ludzkiej
nesfatyny-1. XIII Interdyscyplinarna Konferencja Naukowa TYGIEL2021, Lublin. Streszczenie
opublikowane w "Interdyscyplinarność kluczem do rozwoju", str. 282.

17. Bystranoyysk^l, D., Tran, J., Ożyhar, A. (2021) Intrinsically disordered nesfatin-3 is a calcium and
zinc ion binding protein. Intrinsically Disordered Proteins; Gordon Research Conference; The
Functional Role of Disorder in Biological Systems Les Diablerets Conference Center, Switzerland.
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18. Szefczyk, M., Szulc, N., Gąsior-Głogowska, M. Bystranowska, D., Sikora, A. Ożyhar, A., Berlicki,
L. (2023) In search ofsequence-structure-function relationships-the hierarchical approach for the
construction offoldameric peptide nanostructures. 26th Polish Peptide Symposium, Stare Jabłonki.

6. Informacja o osiągnięciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujących naukę lub sztukę.

6. 1. Informacje o osiągnięciach dydaktycznych

Pracę dydaktyczną rozpoczęłam w Politechnice Wrocławskiej jeszcze w czasie studiów

doktoranckich. W jej ramach regularnie prowadziłam kursy laboratoryjnez 5/oc/?ć?/77//i Enzymologii

dla studentów trzeciego roku Studiów Stacjonarnych Wydziału Chemicznego oraz kurs

laboratoryjny Inżynieria Genetyczna w Analityce i Diagnostyce realizowany w ramach (i w czasie

trwania) projektu Wzrost liczb/ absolwentów Politechniki Wrocławskiej na kierunkach o

kluczowym znaczeniu dla gospodarki opartej na w/e<yzy(UDA-POKL. 04. 01. 02. -00-065/09-01). Od

2017 roku prowadzę dodatkowo kurs Biochemia Laboratorium dla studentów Studiów

Stacjonarnych Wydziału Podstawowych Problemów Techniki, a od 2024 roku kurs Biochemia z

elementami chemii, dla studentów Wydziału Medycznego. Od 2016 roku uczestniczę też w

pracach mających na celu modernizację istniejących zajęć laboratoryjnych oraz poszerzenie oferty

edukacyjnej oferowanej studentom zagranicznym poprzez rozszerzenie katalogu kursów i

przedmiotów prowadzonych w języku angielskim. Od 2024 roku należę do zespołu zajmującego

się utworzeniem nowego laboratorium dydaktycznego do prowadzenia zajęć laboratoryjnych dla

studentów Wydziału Chemicznego i Wydziału Medycznego Politechniki Wrocławskiej. Również od

2024 roku prowadzę Podstawy Chemii Laboratorium dla studentów kierunków Dietetyka i

Promocja Zdrowia w Uniwersytecie Dolnośląskim DSW Wrocław. Obecnie jestem w trakcie

przygotowywania kursu laboratoryjnego Biochemia Kliniczna (dla studentów Wydziału

Medycznego) oraz dwugodzinnego wykładu w ramach kursu Zagadnienia prawne w biotechnologii

(dla studentów Wydziału Chemicznego), zatytułowanego: Etyczne i prawne aspekty pobierania i

przechowywania materiału genetycznego w kryminalistyce w Polsce i na świecie. Ponadto

opracowałam w:

. 2016: nowe ćwiczenie laboratoryjne wraz z materiałami dydaktycznymi do zajęć

Biochemia Laboratorium, zatytułowane: Zastosowanie spektroskopii absorpcyjnej i
emisyjnej w badaniach biochemicznych;

Strona 49 z 58



Załącznik 3A | DB

2016: nowy kurs laboratoryjny Enzymology wraz. z materiałami dydaktycznymi w języku

angielskim dla studentów programu Erasmus;

2017: instrukcję do zajęć laboratoryjnych w ramach projektu "Letnie projekty genetyki -

2017" zatytułowaną: Izolacja materiału genetycznego z nabłonka policzka;

2018: materiały dydaktyczne w języku angielskim do zajęć Genetic engineering in analytics

and diagnostics course, zatytułowane: Isolation of the genetic materiał from the cheek

epithelium;

2019: nowe ćwiczenie laboratoryjne wraz z materiałami dydaktycznymi do zajęć

Nowoczesne metody i narzędzia badawcze w biochemii i biologii molekularnej

prowadzonych w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwój

(POWER.03.01.00-00-K088/15), zatytułowane: Badania strukturalne wybranych białek

metodą ultrawirowania analitycznego i dichroizmu kołowego;

2021: dwugodzinny wykład do kursu Tendencje Rozwoju Biotechnologii, zatytułowany:

Krótka historia o tym, jak papryczka chilli pomogfa w zidentyfikowaniu kluczowych

receptorów.

Sprawowałam nadzór merytoryczny nad badaniami prowadzonymi przez uczestnika Szkoły

Doktorskiej, mgr inż. Annę Skorupską-Stasiak (obrona w 2023 roku) oraz byłam promotorem

pomocniczym w postępowaniu doktorskim mgr. inż. Rafała Lendy (obrona w 2024 roku). Obie

prace doktorskie były realizowane pod opieką promotorską prof. Andrzeja Ożyhara w ramach

mojego projektu, a ich tematyka była mojego autorstwa.

Byłam promotorem sześciu prac magisterskich (realizowanych w latach 2017-2022) oraz

szesnastu prac inżynierskich (realizowanych w latach 2016-2024). Wyniki projektów magisterskich

współpracujących ze mną studentów zawierały wstępne dane eksperymentalne i przyczyniały się

do wytyczenia kierunków badawczych realizowanych w ramach głównego projektu badawczego.
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6. 2. Informacje o osiągnięciach organizacyjnych

Moje zaangażowanie na rzecz społeczności akademickiej nie ogranicza się jedynie do

działalności badawczo-dydaktycznej. Aktywnie uczestniczę również w pracach organizacyjnych na
rzecz zarówno Katedry Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii, jak i Wydziału
Chemicznego. Wśród nich chciałabym wymienić:

. prowadzenie pracowni ultrawirowania analitycznego;

. sprawowanie funkcji organizacyjnej podczas międzynarodowej konferencji 2nd Congress
Bio (2016);

. członkostwo w komitecie naukowym podczas międzynarodowej konferencji Chemistry &
Biotechnology International Conference (ChemBiotlC), Wrocław 24-25/06/2021 oraz

22-23/06/2023, w tym recenzowanie nadesłanych abstraktów;

. członkostwo w Polskim Towarzystwie Biochemicznym;

. członkostwo w Polskim Towarzystwie Biofizycznym;

. członkostwo w Radzie Wydziału Chemicznego Politechniki Wrocławskiej podczas trzech
kadencji: 2016-2020 (tu od 2017 roku), 2020-2024 oraz 2024-2028;

6. 3. Informacje o osiągnięciach popularyzujących naukę

Od lat chętnie biorę udział w różnorodnych działaniach i inicjatywach umożliwiających
popularyzację nauki, skierowanych zarówno do studentów, jak i uczniów (liceów oraz szkół
podstawowych). W szczególności:

. przygotowywałam i brałam udział w pokazach chemicznych dla uczniów szkół

podstawowych i liceów realizowanych w ramach Dolnośląskiego Festiwalu Nauki;

. przygotowywatam pokazy eksperymentalne dla dzieci w ramach Nocy Politechniki;

. razem z doktorantami opublikowałam artykuł naukowy w krajowym czasopiśmie,
przybliżający rolę nukleobindyny-2 w karcynogenezie.

7. Dodatkowe informacja dotyczące kariery zawodowej

Moja praca naukowa i dydaktyczna były nagradzane w następującej formie:

. Nagroda w programie PRIMUS za znaczącą aktywność naukową za prace z 2020 roku;
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. Nagroda w programie PRIMUS dla najwyżej punktowanych publikacji w uczelni za pracę z

2022 roku;

. Nagrody Rektora Politechniki Wrocławskiej za wyróżniający wkład w rozwój uczelni w

2023 roku;

. Brązowy Medal za Długoletnia Służbę przyznany w 2020 roku;

8. Literatura
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