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2012-20186, Asystent badawczo-dydaktyczny
Wydziat Chemiczny Politechniki Wroctawskiej, Zaktad Biochemii, Wroclaw, Polska

3.2. Zatrudnienie w jednostkach zagranicznych
2014-2015, Staz podoktorski w Zakfadzie Biochemii i Biologii Molekularnej Saint Louis University
School of Medicine (MO, USA) pod kierownictwem prof. Enrico di Cera

4. Oméwienie osiagnieé, o ktbrych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z
p6Zn. zm.)

4.1. Wskazanie osiggnie¢ naukowych
Jako osiagnigcia naukowe, stanowigce podstawe do wszczecia postgpowania
habilitacyjnego, o ktérym mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce, chciatabym wskazac:

4.1.1. pierwsze osiagniecie: Analiza zaleznosci struktura—funkcja nukleobindyny-2, biatka o wielu

funkcjach;

4.1.2. drugie osiagniecie: Analiza struktury protrombiny z wykorzystaniem technik badania

pojedynczych czastek;

4.1.3. dodatkowe aktywnos$ci badawcze: Wykorzystanie ultrawirowania analitycznego w analizie

strukturalnej bialek o potencjalnym znaczeniu fizjologicznym;

4.1.4. plany naukowe na przyszto3c.

4.2. Oméwienie osiagnie¢ naukowych
4.2.1. Analiza zaleznosci struktura—funkcja nukleobindyny-2, biatka o wielu funkcjach

Osiagniecie stanowi cykl 6 powiazanych tematycznie artykutéw naukowych (pieciu prac
oryginalnych oraz jednej przegladowej) opublikowanych w latach 2020-2024, w recenzowanych
czasopismach naukowych z bazy fournal Citation Reports (JCR). Bylam pomystodawczynig projektu
tyczacego analizy strukturalnej nukleobindyny-2 oraz nesfatyn, a takze jego gtéwnym wykonawcs.

Temat ten zaproponowatam Kierownikowi Katedry w 2017 r. i od tamtego czasu konsekwentnie
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realizuje. Zajmowatam sie szkoleniem i nadzorem merytorycznym os6b zaangazowanych w jego
realizacje. We wszystkich artykutach petnitam role autora korespondencyjnego i bytam pierwszym

lub ostatnim autorem.

Wikaz publikacyi stanowigcych osiagniccie naukowe

H1: Skorupska, A., Bystranowska, D.®, Dabrowska, K., Ozyhar, A. Calcium ions modulate the
structure of the intrinsically disordered Nucleobindin-2 protein, (2020) International Journal of
Biological Macromolecules, 154, pp. 1091-1104.

H2: Bystranowska, D.®, Skorupska, A., Softys, K., Padjasek, M., Krezel, A., Zak, A., Kaus-Drobek,
M., Taube, M., Kozak, M., Ozyhar, A. Nucleobindin-2 consists of two structural components: The
Zn**-sensitive N-terminal half, consisting of nesfatin-1 and -2, and the Ca®*-sensitive C-terminal
half, consisting of nesfatin-3, (2021) Computational and Structural Biotechnology Journal, 19, pp.
4300-4318.

H3: Skorupska, A., Lenda, R., Ozyhar, A., Bystranowska, D.® The multifaceted nature of
nucleobindin-2 in carcinogenesis, (2021) International Journal of Molecular Sciences, 22 (11), art.
no. 5687,

H4: Lenda, R., Padjasek, M., Krezel, A., Ozyhar, A., Bystranowska, D.® Does one plus one always
equal two? Structural differences between nesfatin-1, -2, and nesfatin-1/2, (2022) Cell
Communication and Signaling, 20 (1), art. no. 163.

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

H6: Lenda R., Zhukova L., Ozyhar A., Bystranowska, D.® Deciphering the dual nature of nesfatin-
1: a tale of zinc ion's Janus-faced influence, (2024) Cell Communication and Signaling, 22 (1), art.
no. 298.

Opis mojego indywidualnego wkiadu w powstanie kazdego z wymienionych artykutéw znajduje

sie w Zafgczniku 4A.

Oswiadczenia wspéfautoréw okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie

poszczeg6lnych prac znajduja sie w Zataczniku 5.

Kopie artykutéw znajduja sie w Zataczniku 6.
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Parametry naukomelryczne przedstawjonego osiggniecia

Parametry naukometryczne prac dokumentujacych przedstawiane do oceny pierwsze

osiagniecie naukowe przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Podsumowanie naukometryczne osiagniecia pierwszego (punkt 4.2.1).

Impact Factor* Punktacja MNiSW** Cytowania*** Bez autocytowafi

H1 6,9 100 12 7
H2 6,2 100 6 3
H3 6,2 140 10 8
H4 8,4 140 2 0
H5 8,2 140 1 0
H6 8,2 140 0 0
> 44,5 760 31 18

Indeks Hirscha: 8

*Wartosci IF podano wedtug bazy JCR z roku ukazania sie publikacji. **Punkty podano wedtug
wykazu czasopism naukowych MNiSW z roku publikacji. ***Cytowania na podstawie bazy Scopus
z dnia 05/12/2024.

Opis osiggnigcia naukowego zaprezentowanego w serii powigzanych ze sobg artykufow
(H1-He6)

a) Cel projektu

Nukleobindiny (Nucbs) sa wielodomenowymi i wielofunkcyjnymi biatkami obecnymi w
organizmach wielu zwierzat i ludzi. W oparciu o analize sekwencji aminokwasowej ludzkiej
nukleobindyny-2 (Nucb2) w strukturze biatka wyrézniono szeé¢ charakterystycznych elementow
(Rys. 1): peptyd sygnatowy (SP, signal peptide), region bogaty w reszty Leu/lle, domeng wiazaca
DNA (DBD, DNA binding domain), motyw dtoni EF, region bogaty w aminokwasy kwasowe oraz

motyw tzw. zamka leucynowego (ZIP, leucine zippen (1). Potranslacyjna hydroliza Nucb2,
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katalizowana przez konwertaze prohormonéw-1/3 (PC-1/3, prohormone convertase-1/3) oraz
konwertaze prohormonéw-2 (PC-2) prowadzi do powstania trzech peptydéw — nesfatyny-1 (reszty
aminokwasowe 1-82), nesfatyny-2 (85-163) oraz nesfatyny-3 (166-396) (2). Ze wzgledu na
jednakowa tkankowa lokalizacje Nucb2 i nesfatyny-1, ekspresja obu biatek jest czesto analizowana
razem, jako Nucb2/nesfatyna-1. Sposréd tych trzech peptydéw, tylko nesfatyna-1 wykazuje pewna
zidentyfikowang aktywno$¢ biologiczna — jest peptydem hamujacym apetyt. Dotychczas nie

zdefiniowano fizjologicznej roli nesfatyny-2 i nesfatyny-3.

K Nucb2 B

Al rejon bogaty w reszty Asp/Glu
wigzanig jonow Zn"

SN N I S S T

) e ) — ()
w o N

i=trs wigzanie jonow
i 2+ 2+
pPC-2 Ca", Mg

N 2 &
Ko P“'““"“"j
L L_“__ - - - -

Lys-Arg Arg-Arg

Rys. 1. Schematyczne przedstawienie domen oraz struktury trzeciorzedowej Nucb2. (A)
Schematyczne przedstawienie domen Nuch2 oraz produktéw jej proteolitycznej konwersji. EF —
motywy dfoni EF; ZIP — motyw tzw. zamka leucynowego; PC — konwertazy prohormonéw. (B)
Struktura trzeciorzedowa ludzkiej Nucb2 (Uniprot ID P80303) przewidywana przez serwer
(\I\phaFold (3,4). Rysunek zaczerpnieto z pracy (5) i zmodyfikowano. /

Ztozona budowa czasteczki Nucb2 wydaje sie petni¢ kluczowa role w kontekicie
zaangazowania tego biatka w wiele odmiennych proceséw fizjologicznych. Nuch2 bierze udziat
m.in. w utrzymaniu wiasciwego stgzenia jonéw wapnia w komoérkach, regulacji pobierania
pokarmu czy regulacji emocji i stresu, o czym bedzie dalej mowa ponizej. W momencie
rozpoczecia pracy nad niniejszym projektem, kilka o$rodkéw na $wiecie prowadzifo badania in
vivo, zmierzajace do lepszego zrozumienia fizjologicznej roli Nucb2. Co zaskakujace, nie
prowadzono jednak zadnych badad dotyczacych jej struktury przestrzennej oraz molekularnych
mechanizméw dziafania. Aby wypetni¢ te luke i lepiej zrozumie¢ funkcje biologiczne Nucb2,

zaproponowafam projekt badawczy skupiajacy sie na nierozwiazanej kwestii struktury czasteczki
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Nucb2 w roztworze. Projekt miat na celu poznanie struktury trzecio- i/lub czwartorzedowej Nucb2
oraz szczegdtoéw dotyczacych tego, jak ta struktura jest modyfikowana na skutek oddziatywania
biatka z jego potencjalnymi ligandami. Niniejszy autoreferat habilitacyjny stanowi opis
interdyscyplinarnych badar taczacych wiedze biologii molekularnej i inzynierii genetycznej, a takze

biochemii i biofizyki i przedstawia syntetyczny zbiér jego najwazniejszych wynikéw.

b) Wprowadzenie

Ekspresje Nucb2/nesfatyny-1 wykazano poczatkowo w komérkach podwzgérza oraz pnia
mézgu (6). Nastepnie komérki immunopozytywne wobec Nucb2/nesfatyny-1 zidentyfikowano
takze w innych obszarach podwzgérza, srodmoézgowia i tyfomézgowia (7), w korze wyspy, jadrach
migdatowatych, brzuszno-bocznej czesci opuszki i w mézdzku (8,9). Obecnos¢ biatek wykazano
réwniez we wspétczulnych i przywspétczulnych neuronach przedzwojowych rdzenia kregowego w
odcinku piersiowym, ledzwiowym i krzyzowym (10). Poza osrodkowym uktadem nerwowym,
ekspresje Nucb2/nesfatyny-1 obserwowano w licznych tkankach obwodowych, w tym m.in.: w
tkance tluszczowej (11), trzustce (12), ptucach (13), dwunastnicy (14), jadrach i jajnikach (13). U
szczurébw obserwowany poziom ekspresji mRNA Nucb2/nesfatyny-1 w btonie $luzowej zotadka
okazat sie byé nawet dziesigciokrotnie wyzszy w poréwnaniu z poziomem obserwowanym w
mézgu (15), co sugeruje, ze komdrki endokrynne Zofadka moga by¢ gtéwnym Zrodtem krazacej
Nucb2/nesfatyny-1. Inne badania wskazaly, ze zofadek i tkanka tluszczowa moga wptywac na
regulacje pozioméw krazacej Nucb2/nesfatyny-1 w celu ich dostosowania do réznie
ukierunkowanych w trakcie rozwoju organizmu proceséw metabolicznych (16). Oba biatka moga
przekroczyé bariere krew—mozg (w obu kierunkach) w wyniku transbtonowej dyfuzji (17), tak wigc
zaréwno endogenne, jak i podane obwodowo, wykazuja zdolnoé¢ dotarcia do mézgu gdzie moga
wywiera¢ swoje funkcje biologiczne (6). Fakt ten, z kolei, potencjalnie stwarza mozliwos¢ ich

terapeutycznego zastosowania.

Badania dowodza, iz biatka wielodomenowe okazuija sie by¢ kluczowe dla licznych szlakéw
sygnatowych, petniac role weztéw (hubs) utatwiajacych integracje i przekazywanie sygnatéw w
komérce. Jako biatka regulujace metabolizm, Nuch2/nesfatyna-1 byly szeroko badane w kontekscie
metabolizmu glukozy i kwaséw tluszczowych. Poczatkowo pojawialy sie wigc (coraz liczniejsze
obecnie) dowody na to, ze Nuch2/nesfatyna-1 mogg odgrywa¢ istotng role w regulacji spozycia

pokarmu i homeostazy glukozy (6). Wyniki ostatnich badar sugeruja nawet, iz podwyzszone
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stezenie Nucb2/nesfatyny-1 w osoczu moze negatywnie wplywaé na poczucie satysfakgji
towarzyszacej przyjmowaniu pokarmu (18). Nowsze badania zredefiniowaly jednak i poszerzyly
wiedzg na temat funkcji Nucb2, daleko poza jej poczatkowo obserwowang role jako negatywnego
modulatora spozycia pokarmu. | tak, znaczna ekspresje Nucb2/nesfatyny-1 wykazano przyktadowo
w narzadach rozrodczych samic i samcéw myszy, odpowiednio w jajnikach i macicy oraz w jadrach
i najadrzach  (13). Obecnoé¢ neuronéw immunoreaktywnych dla Nucb2/nesfatyny-1
zaobserwowano takze w obszarach mézgu zaangazowanych w regulacje emocji i stresu, takich jak
na przyktad hipokamp czy podwzgérze. W zwigzku z tym przeprowadzono wiele badan
skupiajacych si¢ na wplywie Nucb2/nesfatyny-1 na regulacie zachowania czy emociji.
Zaangazowanie Nucb2/nesfatyny-1 w odpowiedz na stres zostato poczatkowo zasugerowane przez
Goebela i wsp. w 2009 roku (19). Hipoteze o mozliwym zwiazku Nucb2/nesfatyny-1 z odpowiedzia
na stres postawiono po publikacji prac pokazujacych tkankowa wspétlokalizacje Nuch2/nesfatyny-
1 m.in. z kortykotropinowym hormonem uwalniajacym (20), transkryptem regulowanym kokaing i
amfetaming (21), urokortyna-1 (22) oraz neuropeptydem Y (23). Wyniki kolejnych badan
klinicznych wykazaty zwigkszony poziom krazacej Nucb2/nesfatyny-1 u pacjentéw z depresja (24)
oraz stanami lgkowymi (25) a takze sugerowaly, iz moze on korelowac z podwyzszonym stezeniem
markeroéw zapalnych, takich jak interleukina 6 i biatko C-reaktywne, czy kortykosteron (26).
Podwyzszone stezenie Nucb2/nesfatyny-1 w osoczu zostalo réwniez wykazane u pacjentow
zglaszajacych stany depresyjne zwiazane z subkliniczng niedoczynnoscia tarczycy (27). Co ciekawe,
korelacja migdzy podwyzszonym stezeniem Nucb2/nesfatyny-1 a wystepowaniem depresji zostata
wprawdzie zaobserwowana u otylych kobiet (28) ale wydaje si¢ by¢ odwrotna — u otylych
mezczyzn (29). Specyficzna dla pici zmiana stezenia biatek (zalezna prawdopodobnie od stezerd
hormonéw steroidowych) zostata réwniez dostrzezona w badaniach ofiar samobéjstw cierpiacych
na zaburzenia psychiczne, zwlaszcza na depresje (30). Analizujac ich wyniki stwierdzono, ze w
poréwnaniu z odpowiednimi kontrolami, poziom ekspresji mMRNA Nucb2/nesfatyny-1 byt prawie
dwukrotnie wyzszy u mezczyzn bedacych ofiarami samobéjstw, ale prawie trzykrotnie nizszy u
kobiet. Cho¢ badania te nie dowodza w sposob jednoznaczny wptywu stresu na poziom ekspres;ji
Nuch2/nesfatyny-1, sugeruja, ze Nucb2 i/lub nesfatyna-1 moga mie¢ wptyw na rozwéj niektérych
zaburzen psychicznych. Stezenie Nucb2/nesfatyny-1 w surowicy analizowano réwniez u mezczyzn
z zaburzeniem dwubiegunowym, w epizodzie maniakalnym. Okazato sie ono znaczaco nizsze u
pacjentdw z epizodem maniakalnym niz u pacjentéw kontrolnych, i tylko nieznacznie zwiekszafo

sie po zakoficzonym leczeniu (31).
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Chociaz sugerowano juz jaki§ czas temu, ze Nucb2/nesfatyna-1 oddziatuje z receptorem
sprzezonym z biatkiem G (o nieznanej strukturze) i stymuluje naptyw jonéw Ca™* w okreslonych
obszarach neuronéw przez kanaty wapniowe typu N, L lub P/Q (32,33), tozsamo$¢ tego receptora
nadal pozostaje nieznana. Pokazano jednak, ze Nuch2 moze oddzialywa¢ z biatkami G (34). Dziata
wigc jako czynnik wymiany nukleotydéw guaninowych niebedacy receptorem, ktory wigze sig i
aktywuje podjednostke alfa biatka wiazacego nukleotydy guaninowe GNAI3 (35). Interakcje migdzy
biatkami a kationami metali, cho¢ skomplikowane, sa powszechne w warunkach fizjologicznych i
stanowig podstawe réznorodnych strategii regulacyjnych. Dlatego nie dziwi potrzeba zrozumienia
mechanizmu tego typu oddziatywan. Szczegélna uwage skupiaja biatka wigzace Ca®*, a wiec
jednego z podstawowych przekaznikéw sygnatu w komérce. Neurotransmisyjne dziatanie Ca”* jest
regulowane przez szereg odwracalnie i selektywnie wigzacych je biafek, charakteryzujacych sig
specyficzna lokalizacja tkankowa. Biatka te petnig role buforéw lub sensoréw jonébw wapnia.
Pomimo iz posiadaja zazwyczaj wyspecjalizowane motywy strukturalne, jak motywy dfoni EF oraz
domeny C2, to zwlaszcza w komorce znajdujacej sie w stanie spoczynku, charakteryzujg sig
réwniez wysokim powinowactwem w stosunku do jonéw Mg (36). Biatka wigzace Ca”"sa takze
zaangazowane w procesy biomineralizacji. Biomineralizacja jest naturalnym procesem, w wyniku
ktérego organizmy zywe tworza struktury skladajace sie z biomineratéw, czyli zwiazkéw
organicznych (gtéwnie biatek) oraz mineralnych. Obejmuje ona formowanie si¢ krzemianéw u alg
i okrzemek, weglanéw u bezkregowcéw oraz fosforanéw i weglanéw w tkankach twardych
kregowcéw. Proces biomineralizacji charakteryzuje sie licznymi oddziatywaniami biatko-minerat
nieorganiczny, ktére reguluja wzrost krysztalu w macierzy pozakomérkowej. Zrozumienie roli
biatek zaangazowanych w tworzenie biomineratéw oraz poznanie mechanizméw regulujacych
poszczegblne etapy tego procesu stanowi wyzwanie dzisiejszej biochemii. Wydaje sig, ze istnieja
grupy biatek preferencyjnie lokalizowane w zmineralizowanych tkankach. Zalicza sig do nich biatka
bogate w aminokwasy kwasowe (37) oraz biatka wewnetrznie nieuporzadkowane (IDP, intrinsically
disordered protein) (38). Dowody na udziat Nucb2 w procesie biomineralizacji obecne s3 w
literaturze naukowej w szczatkowej formie. Rola Nuch2 w sygnalizacji zwiazanej z Ca®" ilub w
procesie biomineralizacji zostata (cho¢ nie bezposrednio) zasugerowana przeszto dekade temu,
wcigZ jednak pozostaje raczej hipoteza, niz faktem. Li i wsp. informowali w 2013 roku, ze dozylne
podanie nesfatyny-1 moze przyczynié sie, poprzez zwiekszenie gestosci mineralnej koéci kofczyn
dolnych i kregostupa ledzwiowego, do promowania osteogenezy u szczuréw poddanych

owariektomii (39). Roéwnoczesnie, na mysiej linii komérkowej preosteoblastébw MC3T3-ET
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(wykorzystywanej do badar réznych czynnikéw wplywajacych na procesy zwiazane z osteogeneza)
autorzy tej samej pracy wykazali, ze nesfatyna-1 zwieksza aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej (bedacej
wskaznikiem réznicowania osteoblastycznego, ktérego aktywno$é jest czesto obserwowana w
trakcie réznicowania sig komérek preosteoblastycznych w osteoblasty) i odpowiada za promowanie
mineralizacji w obecnosci biatka morfogenetycznego kosci-2 (39). Reasumujac, stymulowanie
réznicowania i mineralizacji osteoblastéw przez nesfatyne-1 sugeruje, Ze ma ona istotng role w
kontrolowaniu proceséw koiciotwérezych w organizmie. Kolejna sugestia dotyczaca mozliwego
zaangazowania Nucb2/nesfatyny-1 w proces biomineralizacji jest zwigzania z procesem
biomineralizacji kalcytu prowadzacym do tworzenia skorup jaj u ptakéw. W 2015 r. Rose-Martel i
wsp. zidentyfikowali i scharakteryzowali biatka macierzy zwiazane z formowaniem sie stozkéw
mammilarnymi skorupy jaj. Biatka te moglyby, hipotetycznie, by¢ zaangazowane w regulacje
wczesnych etapéw kalcyfikacji skorupy jaj. W toku analizy proteomicznej autorom udato sie
zidentyfikowac 18 biatek zaangazowanych w proces formowania stozkéw mammilarnych, a wérod
nich, ekspresjonowana w umiarkowanym stezeniu — Nucb2 (40). Réwniez grupa Marie i wsp.
zidentyfikowata Nuch2 jako biatko wiazace Ca®*, kidre jest w znacznym stezeniu ekspresjonowane
w skorupie jaj w kluczowych etapach jej kalcyfikagji, wskazujac jednoczesnie, ze szczegétowa rola
biatka nie zostala jeszcze poznana (41). Autorzy pracy sugeruja jednak, Zze Nucb2 moze
uczestniczy¢ w procesach zwigzanych ze stabilizowaniem amorficznego weglanu wapnia lub
kontrolowaniem wzrostu i morfologii krysztatéw kalcytu (41). Wspomniane wyzej badania
wskazujg, ze Nucb2 moze wykazywa¢ nieoczekiwang role regulacyjng takze w kontekscie

biomineralizacji kalcytu.

¢) Budowa czasteczki Nucb2. Wplyw jon6w Ca®*, Mg?*, Zn** na strukture trzecio- i
czwartorzedowg biatka

H1: Skorupska*, A., Bystranowska*, D.®, Dabrowska, K., Ozyhar, A. Calcium ions modulate the
structure of the intrinsically disordered Nucleobindin-2 protein, (2020) International Journal of
Biological Macromolecules, 154, pp. 1091-1104. *pierwszy wspétautor

H2: Bystranowska*, D.®, Skorupska*, A., Softys, K., Padjasek, M., Krezel, A., Zak, A., Kaus-Drobek,
M., Taube, M., Kozak, M., Ozyhar, A. Nucleobindin-2 consists of two structural components: The
Zn**-sensitive N-terminal half, consisting of nesfatin-1 and -2, and the Ca**-sensitive C-terminal
half, consisting of nesfatin-3, (2021) Computational and Structural Biotechnology Journal, 19, pp.
4300-4318. *pierwszy wspotautor
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Jak wspomniano powyzej, w momencie rozpoczecia pracy nad niniejszym projektem w
literaturze naukowej brakowafo informacji dotyczacych biochemicznych i biofizycznych
wiasciwosci zaréwno czasteczek Nuch2, jak i nesfatyn. Punktem wyjscia stafa sie wiec postawiona
przeze mnie hipoteza, iz liczne i zadziwiajaco réznorodne funkcje, ktére wspomniane biatka zdaja
sie wykazywa¢, moga wynikac z faktu ich przynaleznosci do rodziny IDP lub do biatek, dla ktérych
brak struktury trzeciorzgdowej ogranicza sie jedynie do pewnych nieuporzadkowanych
wewnetrznie rejondw (IDR, intrinsically disordered region). Ze wzgledu na brak Scile zdefiniowanej
struktury trzeciorzedowej, IDPs znane sa z mozliwosci oddzialywania z wieloma, czesto
niepowiazanymi partnerami biatkowymi oraz tworzenia rozbudowanych sieci powigzan
funkcjonalnych. Juz wstepne analizy, wykonane metodami in silico, zdawaty sie wskazywa¢ na
zlozong budowe czasteczki Nucb2, skfadajaca sie zaréwno z rejonéw uporzadkowanych, jak i
pozbawionych struktury, ktére przeplataty sie miedzy soba na podobieristwo mozaiki. Pierwszego
eksperymentalnego potwierdzenia tej hipotezy dostarczyly analizy widm dichroizmu kotowego
(CD, circular dichroism) wykonane z uzyciem rekombinowanej i oczyszczonej Nucb2,
espresjonowanej w systemie bakteryjnym ((42) tj. H1). Jak zaobserwowano (Rys. 2A), widmo CD
apo-Nucb2 charakteryzowalo sie obecnoscig dwéch ujemnych maksiméw rejestrowanych przy
dtugosci fali 208 nm i 222 nm, obu charakterystycznych dla struktury o-helikalnej (43).
Dekonwolucja widm CD wskazata na 45% udziat helis a w strukturze drugorzedowej Nucb2 oraz

przeszio 27% rejonéw nieuporzadkowanych.
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Rys. 2. Zmiany struktury trzeciorzedowej i czwartorzedowej Nuch2 na skutek wiazania Ca*. (A)
Widma CD rejestrowane w wobec buforu (linia przerywana), EDTA (linia ciagla czarna) i Ca®* (linia
ciggla fioletowa). Wstawki przedstawiaja wykresy stupkowe ilustrujace zawartosci poszczegéinych
struktur. (B) Analiza stanu oligomerycznego Nucb2 wykonana technika SV-AUC. (C) Widma
fluorescencyjne sondy ANS wykonane przed (linia przerywana) lub po (linia ciagla czarna
zwiazaniu sie do Nucb2, a takze po dodaniu do biatka Ca** (linia ciagta fioletowa). Wstawk
przedstawiaja wykresy ilustrujace krotno$¢ zmiany intensywnosci fluorescencji oraz zmiany
potozenia maksiméw emisji ANS w obecnosci apo- i holo-Nucb2 w warunkami wskazanymi na os
&dciqtych. Poszczegblne panele rysunku zaczerpnieto z pracy H1 (42) i zmodyfikowano. )
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Spektroskopia CD zostafa nastgpnie wykorzystana do zbadania mozliwego wptywu jonéw Ca** na
strukture drugorzedowa Nucb2. Pokazano woéwczas, ze wiazaniu jonéw Ca’* przez Nuch2
towarzyszy wzrost zawartosci struktury a-helikalnej z 45% do 53%, przy jednoczesnym spadku
zawartosci rejondw nieuporzadkowanych do 20% — zaobserwowano wiec zmiane konformacyjna
polegajaca na strukturyzacji czasteczki biatka. Obserwacje te potwierdzaly réwniez eksperymenty
limitowanej proteolizy (42), podczas kiérych obecnos¢ jonéw Ca** ograniczyta podatno$é Nuch2
na hydroliz¢ katalizowang dwoma réznymi proteazami, jako ze miejsca rozpoznawane przez
proteazy znajduja sie zazwyczaj w obrebie petli, nie helis (44). Najnizsze stezenie CaCl,, ktére
indukowato zmiany konformacyjne w strukturze Nucb2, okazalo sie rézni¢ w zaleznosci od
gatunku, z ktérego pochodzita nukleobindyna-2, wskazujgc na zalezne od gatunku réznice w
powinowactwie. | tak, 10-krotnie nizsze wywolywato zmiany w strukturze ludzkiej Nucb2, w
poréwnaniu do homologu kurzego. Wplyw wiazania jonéw Mg**, kolejnego ligandu wigzanego w
obrebie motywéw dtoni EF (45), réwniez obserwowano jedynie dla ludzkiej Nucb2. Konkluzje,
dotyczaca przyjmowania przez Nucb2 bardziej zwartej konformacji w obecnoéci jonéw Ca’*,
potwierdzono réwniez wykonujac pomiary ultrawirowania analitycznego metodg predkosci
sedymentacji (SV-AUC, sedimentation velocity analytical centrifugation). Analiza rozktadu
wspoétczynnika sedymentacji c(s) (Rys. 2B) pokazala, ze zaréwno ksztalt, jak i stan oligomeryczny
Nuch2 zmienialy sie w obecnosci jonéw Ca’”. Zaobserwowano zalezny od stezenia wzrost wartoici
wspétczynnika spow dla gléwnych frakcji zaréwno apo-, jak i holo-Nucb2. Wspétczynnik
sedymentagji dia natywnej (apo) Nucb2 byt mniejszy niz po zwiazaniu jonéw Ca®*. Wzrost wartosci
wspotczynnika spow Wskazywal natomiast na wiekszg mase czasteczki biatka w kompleksie z
ligandem, zmiane jej objetosci hydrodynamicznej lub kombinacje tych dwéch czynnikéw. Jak
pokazuja dane z wirowania analitycznego, ludzka apo-Nuch2 wystepuje w roztworze w stanie
dimerycznym. Dodatek jonéw Ca®* prowadzit do powstania niewielkiej frakcji monomeréw.
Generalnie jednak pokazano, ze ludzka Nucb2 wystepuje w roztworze gléwnie jako dimer lub jako
mieszanina monomeréw i dimeréw, ktére podlegaja szybkiej i odwracalnej asocjacji/dysocjacji
zaleznej od stezenia jonéw Ca’". Zebrane dane ujawnily réwniez znaczaca zmiane wartosci
wspétczynnika tarcia, f/fy, po zwiazaniu Ca**. Wspétczynnik f/f, jest miara, ktéra opisuje wzgledna
zmiang oporu hydrodynamicznego czasteczki biatka w roztworze, w poréwnaniu do jego idealnego
stanu. Wsp6ltczynnik ten jest uzywany do analizy ksztaftu, zwartoéci oraz stanu uwodnienia
czasteczek biatek, a dla biatek globularnych jego wartoéci zazwyczaj mieszcza sie w zakresie 1,2—

1,4 (46). Obserwowano, ze na skutek wiazania jonéw Ca’*, wartos¢ wspoiczynnika f/f, zmniejszyta
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sie z wartosci 1,8 do okoto 1,5, co wskazuje, ze kompleks Ca®*-Nucb2 przybiera w roztworze mnie;]
rozciagnieta, bardziej kompaktowa konformacje w stosunku do biatka w stanie wolnym lub, ze jego
czasteczka pozostaje w mniejszym stopniu uwodniona. Podsumowujac, analiza SV-AUC pokazafa,
Ze Nuch2 jest biatkiem dynamicznym, ktérego czasteczki mogg zmieniaé swojg strukture w
obecnosci jondw wapnia. Te zmiany, z kolei, moga wptywac¢ na ich funkcje biologiczna, co jest
wazne dla zrozumienia ich roli w komérkach. Moje eksperymenty sugeruja takze, ze Nucb2

(podobnie, jak kalmodulina, troponina C czy synapsyna) nalezy do grupy sensoréw jonéw Ca*" —

biafek, ktére podlegaja znaczacym zmianom konformacyjnym w obecnosci Ca®* (47).

W kolejnym kroku wptyw jonéw Ca®* na konformacje Nucb2 badano wykorzystujac
spektroskopie emisyjng ANS (kwasu 8-anilino-1-naftalenosulfonowego). Fluorescencja ANS jest
wrazliwa na polarnos¢ rozpuszczalnika, co czyni ja odpowiednim narzedziem do badania zmian
konformaciji biatka wywotanych np., wiazaniem ligandu (48). Jak pokazano na Rys. 2C, w obecnosci
Nucb2 intensywnos¢ fluorescencji ANS wzrosta 4-krotnie, a maksimum emisji przesuwato sie z 525
nm do 472 nm, wykazujac tzw. efekt hipsochromowy na skutek wiazania sondy przez czasteczki
biatka. Dodatek jonéw Ca’" powodowat kolejny wzrost intensywnosci fluorescencji sondy i
dodatkowa zmiane potozenia maksimum w widmie 0 9 nm w strone krétszych dfugosci fali, co
mozna tlumaczy¢ znaczaca reorganizacja struktury biatka w obrebie jego rejonéw hydrofobowych.
Ostatecznie, aby uzyskac informacje na temat charakteru zmiany konformacyjnej czasteczek Nucb2
oraz precyzyjnie zidentyfikowac regiony biatka podlegajace przejsciu z nieuporzadkowanej do
uporzadkowanej struktury, postuzono sie unikalng technika jaka jest wymiana proton-deuter
monitorowana za pomoca spektrometrii mas (HDX-MS, hydrogen-deuterium exchange mass
spectrometry). Umozliwia ona mapowanie rejonu odpowiedzialnego za oddziatywanie, poprzez
okreslenie, ktére fragmenty czasteczki w wyniku oddziatywania staja sie mniej podatne na wymiane
proton-deuter. Technika ta jest szczegdlnie przydatna w analizie biatek o charakterze IDP (49).
Szczegblowe analizy HDX-MS (Rys. 3) wykazaty, ze struktura apo-Nuch2 jest podzielona na dwie
czesci: mozaikowy fragment obejmujacy nesfatyne-1 i nesfatyne-2 i drugi, wewnetrznie
nieuporzadkowany obejmujacy nesfatyne-3. Dodatkowo, wiazanie naturalnego ligandu (Ca**)
prowadzito do powstania podobnie mozaikowej struktury w poczatkowo nieuporzadkowanej
czesci czasteczki Nuch2 i wskazywalo, ze obecnos¢ jonéw Ca®* prowadzi do znaczacej przemiany
struktury nieuporzadkowanej w uporzadkowang oraz do kompaktowania sie czasteczek biatka. To
przejécie, jak pokazaty wyniki badan, nie ograniczato sie jedynie do potencjalnego miejsca wigzania
ligandu, ale rozprzestrzenialo sie wzdiuz cafej czgsteczki, jednoczednie wptywajac na caly jej
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strukture. Technika izotermiczna kalorymetrii miareczkowej (ITC, fsothermal titration calorimetry)
wykazano ostatecznie, ze Nucb2 wiaze po dwa jony Ca’* na monomer biatka z niskimi statymi

dysocjacji kompleksu, K2 wynoszacymi okoto 20 M.
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Rys. 3. Wynik analiz HDX-MS. Panele przedstawiaja mapy wymiany H-D dla wygenerowanych w|
trakcie trawienia Nucb2 peptydéw. Analiza byta wykonana po 10 s (A) lub po 1 godz. (B) oc
rozpoczecia wymiany protonéw na deuterony przy braku {(czarne linie) lub w obecnosci (fioletowe

linie) 10 mM CaCl,. Poszczegdlne panele rysunku zaczerpnieto z pracy H1 (42) i zmodyfikowano.
\ S

o

Motywy dioni EF, obecne réwniez w strukturze Nucb2, preferencyjnie wiaza jony Ca®*, co
wynika z ich cech strukturalnych oraz pozostaje kluczowe dla ich funkgji regulacyjnych w
komérkach. Cho¢ wigkszoé¢ naturalnych motywéw dioni EF wiaze preferencyjnie Ca®*, motywy te
oddzialujg jednak réwniez z jonami Mg**. Kolejny etap mojej pracy zaktadat wiec analize zdolnosci
czgsteczek Nucb2, do wiagzania innego potencjalnego ligandu, jakim sa wtasnie jony Mg”*. Wyniki
tych badaf zostaly opisane w pracy H2. Réznice w wiazaniu jonéw Mg** i Ca’* przez biatka z
motywami dtoni EF wynikajg gtéwnie z réznic w promieniach tych jonéw, gestosciach ich tadunku
oraz preferencjach koordynacyjnych. Jony Mg** charakteryzuija sie bowiem mniejszym promieniem
niz jony Ca**, wyzszym tadunkiem powierzchniowym i wigksza gestoscia fadunku jonu (co skutkuje
silniejszymi interakcjami elektrostatycznymi) oraz preferencjami do koordynacji z szeécioma
ligandami. Szczeg6towy przeglad literatury na ten temat mozna odnalez¢ w (36). Jony Mg** tworza
bardzo stabilne kompleksy, ktére sa mniej sktonne do dysocjacji, ale wymaga to Scistej zgodnosci
strukturalnej (odnoszacej si¢ do dopasowania miedzy jonem Mg”* a konformacja motywu dfoni EF
wymagajacej precyzyjniejszego rozmieszczenia grup donorowych), co moze ograniczaé ich
wigzanie w motywie dfoni EF. Réwniez cytozolowe stezenia jonéw Mg** i Ca’* réznig sie znaczaco.
Catkowite stezenie Mg™* w cytozolu wynosi okofo 1-3 mM, a stezenie wolnych jonéw — okoto
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0,25-1 mM (50). Z kolei stezenie wolnych jonéw Ca’* warunkach spoczynkowych komorki (tzw.
potencjat spoczynkowy) wynosi okofo 100 nM, a podczas przekazywania sygnatéw moze wzrosnac
do poziomu mikromolarnego (1-10 uM) (51). Na podstawie analizy danych ITC wywnioskowano,
ze Nuch2 wiaze jedynie jeden jon Mg** na monomer biatka, z relatywnie wysokim, biorac pod
uwage stezenie tych jonéw w komérce, powinowactwem opisywanym statg, K3 wynoszacg 0,2 mM.
Odmienny okazat sie réwniez wptyw tych jonéw na strukture Nucbh2. Widma CD rejestrowane w
obecnoéci jonéw Mg”" niemal pokrywaly sie z widmami kontrolnymi biatka w wersji apo (Rys. 4A),
a ich dekonwolucja wskazywala na jedynie nieznaczny wzrost udziatu struktur helikalnych.
Wigzanie jonéw Mg** pozostawato bez wplywu na fluorescencje reszt Trp, obecnych w strukturze
biatka (nie pokazano), ani na jego stan oligomeryczny (Rys. 4B), nie wywolywato wiec zmian
konformacyjnych w obrebie struktury trzecio- i czwartorzedowej. Jedynie technika HDX-MS udatfo
si¢ zaobserwowac, ze obecno$¢ jondw Mg2* nieznacznie wpltywa na elastyczno$¢ konformacyjng

kofica aminowego biatka (Rys. 5). Zmiany te obejmowaty fragment biatka tworzacy nesfatyne-1.
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Rys. 4. Zmiany struktury trzeciorzgdowej i czwartorzgdowej Nucb2 na skutek wiazania Mg?* J
Zn**, (A) Widma CD rejestrowane w wobec buforu z EDTA (linia ciagla czarna), 10 mM Mg** (linia
ciagta szara) i 0,1-0,3 mM Zn’* (linia ciagta fioletowa o wzrastajgcym natezeniu koloru). (B) Analiza
stanu  oligomerycznego  Mg?*-Nucb2 wykonana technika SV-AUC. (C) Analiza stanu
oligomerycznego Zn**-Nucb2 wykonana technika SV-AUC. Poszczegblne panele rysunkt
zaczerpnieto z pracy H2 (52) i zmodyfikowano.

J

Ostatnim jonem, ktérego wptyw na strukture Nuch2 analizowano w pracy H2 byt jon Zn**.
Jony Zn’* zaangazowane sa w istotne procesy w ludzkim organizmie, ktére obejmuja regulacje
wzrostu i rozwoju, wsparcie dla uktadu odpornoéciowego oraz umozliwianie percepcji smaku i
dzwieku. Ponadto, Zn’* sg kluczowe takze dla proceséw uczenia sie i pamieci. Jony Zn**

uczestnicza réwniez w regulacji transkrypcji genéw i naprawie DNA, kontrolujg apoptoze, aktywujg
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lub hamuja aktywno$¢ enzyméw oraz reguluja przekazywanie sygnatéw w komérkach, wspierajac
rownowage redoks organizmu (53). Do badania wplywu jonéw Zn’* na strukture Nucb2, a
nastgpnie nesfatyn zainspirowatam sie¢ praca (54), w ktérej nukleobindyna-1 (Nucb1), paralog
Nucb2, zostata scharakteryzowana jako sensor Zn** (K; = 32 nM). Przeprowadzone badania CD
wykazaty jednak na poczatku realizacji projektu, ze struktura drugorzedowa Nuch2 zmienia sie
jedynie nieznacznie pod wptywem tego ligandu (Rys. 4A), skutkujac niewielkim (ok. 6%) wzrostem

zawartosci helis «, gtéwnie kosztem zawartosci rejonéw nieuporzadkowanych,
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Rys. 5. Wynik analizy HDX-MS. Analiza bya wykonana po 10 s (A) lub po 1 godz. (B) od
rozpoczecia wymiany protonéw na deuterony przy braku jonéw (czarne linie) lub w obecnoici 10
mM MgCl, (szare linie) albo 0,1 mM ZnCl; (fioletowe linie). Poszczegélne panele rysunkt
iaczerpnieto z pracy H2 (52) i zmodyfikowano. )

Analiza HDX-MS (Rys. 5) pokazafa z kolei, ze w obecnosci jonéw Zn** dostepnosé¢ dla czasteczek
rozpuszczalnika w obrebie potowy kofica N czasteczki Nucb2 (odpowiadajacej nesfatynie-1 i -2,
czyli resztom aminokwasowym ok. 1-200) ulegla zmianie (zwigkszeniu), co prowadzito do
zmniejszenia stabilnosci czasteczki biatka. Potowa ta, pod nieobecno$é jonéw, charakteryzowata
si¢ mozaikowa budowa, w ktérej rejony o szybkiej i wolnej wymianie przeplataty sie ze soba.
Potowe kofica karboksylowego, dla odmiany, charakteryzowala w tym samym czasie szybka
wymiana H-D, co sugerowato duza dynamike jej struktury i elastyczng konformacje. Jony Zn**
zwigkszaty szybko$¢ wymiany w obrebie trzech fragmentéw biatka (peptydéw 33-55, 71-94 i 129~
138), co wskazywafo na zwigkszona, na skutek wiazania ligandu, dostepnosé¢ dla czasteczek
rozpuszczalnika w tych regionach. Warto zauwazy¢, ze zmiana poziomu wymiany H-D wystapifa

w regionie przypuszczalnego miejsca wigzania Zn®*, HFREX,H. Z drugiej strony, analiza widm

fluorescencyjnych reszt Trp (52) wykazata, ze po zwigzaniu Zn** czasteczka Nucb2 ulega
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kompaktowaniu strukturalnemu, a potwierdzity to réwniez wyniki eksperymentéw ograniczone;
proteolizy (jw.), wyniki analiz SV-AUC (Rys. 4C; dane liczbowe s3 dostepne w pracy H2) oraz dane
z analizy rozpraszania pozyskane pod matymi katami (SAXS, smafl-angle X-ray scattering). Jako, ze
obie reszty Trp obecne w sekwencji Nucb2 znajduja sie w obrebie nesfatyny-3, stad wniosek, ze
wigzanie Zn’* w obrebie koAca aminowego Nucb2 prowadzi do zmiany konformacyjnej, ktéra
propagowana jest réwniez w obrebie korica karboksylowego czasteczki biatka. Wykorzystujac ITC
zidentyfikowano dwa miejsca wiazania Zn’* przypadajace na dimer biatka, charakteryzujace sie
statymi dysocjacji kompleksu Zn**-Nucb2 o wartosciach, odpowiednio Ky = 24 uM oraz Ky, = 14
UM, a analiza otrzymanych termograméw (dodatnie wartoéci ciepfa na plateau izotermy
miareczkowania; dane nie pokazane w Autoreferacie) skfonita do przypuszczen, iz wiazaniu Zn**
do czasteczki Nucb2 towarzyszy dodatkowy proces — oligomeryzacja czasteczek biatka. W
literaturze naukowej nie brakuje obserwacji dotyczacych tworzacych sie, w obecnoéci nadmiaru
Zn**, wyzszych form oligomeréw biatkowych. Podobng charakterystyke parametréw
termodynamicznych, takze wskazujacych na proces oligomeryzacji czgsteczek biatka w obecnosci
Zn** obserwowano, m.in.: dla insuliny (55), biatka ASR z soi (56) oraz jednego z biatek
zidentyfikowanych u rodlin i obecnych podczas p6Znej embriogenezy, AtLEA4-5 (57). Nie
spotkatam sie jednak wtedy z takimi doniesieniami publikowanymi dla Nucb2. Aby zweryfikowac
hipoteze sformutowang na podstawie eksperymentéw ITC i jednoznacznie wskaza¢ na, lub
wykluczy¢, indukowang jonami Zn** oligomeryzacje Nucb2, wykorzystano technike SV-AUC przy
wiekszych (niz dotychczas) molowych nadmiarach Zn>* nad biatkiem oraz, w kolejnym etapie,
analizy transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM, transmission electron microscopy) wykonane
w obecnosci Ca’*, Mg’* oraz Zn’". Obie techniki potwierdzity obecno$¢ wysokoczasteczkowych
agregatéw w analizowanych prébkach. W nieobecnosci jonéw czasteczki biatka tworzyty drobne
sferyczne skupiska, ktérych rozmiar nie zmieniat sie w czasie dwéch tygodni, podczas ktérych
analizowane byly prébki (Rys. 6). Dodatek jonéw Ca’* powodowat powstanie heterogennej pod
wzgledem wielkosci populacji agregatéw, ktérych wielkos¢ ulegata jednak z czasem zmniejszeniu.
Podobna tendencje zaobserwowano dla komplekséw Mg**-Nucb2. Jednakze najbardziej znaczace
zmiany w morfologii agregatéw Nuch2 zaobserwowano w obecnosci Zn**. Powstajace agregaty
byly znacznie wieksze od pozostalych i dobrze od siebie odseparowane. Analiza wynikéw
zabranych w pracach H1/H2 pozwolita na sformutowanie konkluzji, iz wiazanie Zn** do Nuch2
prowadzi poczatkowo do wyeksponowania fragmentu czasteczki tego biatka odpowiadajacego

nesfatynie-1 oraz nesfatynie-2 (reszty aminokwasowe ok. 1-200), prawdopodobnie indukujac
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kolejne zmiany strukturalne, tym razem zachodzace w obrebie drugiej potowy czasteczki Nuch2
(reszty ok. 200-400) oraz, w dalszej perspektywie, umozliwia tworzenie si¢ oligomerycznych form

biatka. Powstate oligomery/agregaty moga stanowi¢ fizjologiczne lub patologiczne formy Nuch2.

/ ligand \

EDTA

dni inkubacji
~J

1 um .

Rys. 6. Wynik analizy TEM. Reprezentatywne agregaty Nucb2 obserwowane pod nieobecnoéé (tj
z 5 mM EDTA) lub w obecnosci 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,, 0,3 mM ZnCl,, w przeciagu dwdéch
Q@odni. Rysunek zaczerpnigto z pracy H2 (52) i zmodyfikowano. /

Rozstrzygnigcie kwestii, czy ta samoasocjacja i/lub precypitacja ma znaczenie fizjologiczne, wymaga
jednak dalszych badaf, ktére beda kontynuowane. Warto jednak zauwazyé, ze tworzenie
podobnych, nieregularnych skupisk w obecnosci Zn** zaobserwowano m.in. dla biatka filamentéw
posrednich, wimentyny (58). Wimentyna jest ekspresjonowana w komérkach mezenchymalnych i
uczestniczy w takich procesach jak podzialy komérkowe, migracja komérek i ich sygnalizacja (59).
Wimentyna jest réwniez znana jako marker procesu przejicia nabtonkowo-mezenchymalnego
(EMT) (60). Co zaskakujace, wczedniejsze badania sugerowaly, ze Nucb2 réwniez moze by¢
zaangazowana w EMT (61). Zalezna od Zn** zmiana strukturalna czasteczek Nucb2 moze wiec byé
zwiazana z rola tego biatka w procesie nowotworzenia. Komérki mézgu (62) oraz komaérki beta
trzustki (63) charakteryzuja sie wysokim stezeniem jonéw Zn**. Jony Zn** petnig w mézgu zaréwno
funkcje fizjologiczne, jak i patologiczne, i s niezbedne do utrzymania normalnej aktywnosci tego
organu. Z drugiej strony, zmiany poziomu Zn** sa zwigzane z zaburzeniami osrodkowego ukfadu
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nerwowego, takimi jak choroby neurodegeneracyjne (64) oraz dysfunkcje psychiczne, np. depresja

(65) i schizofrenia (66). W oSrodkowym ukfadzie nerwowym, tj. w podwzgdrzu i przysadce

moézgowej, by¢ moze nieprzypadkowo, obserwuje sie réwniez podwyzszony poziom ekspresji

Podsumowuijac, do najwazniejszych wynikéw przedstawianych powyzej dwoch prac zaliczam:

wykazanie zmiennoci strukturalnej Nucb2 modulowanej wigzaniem jonéw Ca®* —
wykazano, Ze wigzanie jonéw Ca’* powoduje znaczng zmiane konformacyjng Nucb2, co
sugeruje, ze biatko to petni role wrazliwego na Ca®* czujnika;

zdefiniowanie miejsca wigzania jon6w Zn** — zlokalizowano jedno niekanoniczne miejsce
wigzania tych jonéw w obrebie fragmentu odpowiadajacego nesfatynie-1 i wykazano
zwiekszony potencjat agregacyjny tego regionu biatka zwlaszcza w obecnosci jondw Zn*;
zmapowanie rejonéw biatka podlegajacych zmianom konformacyjnym indukowanym
wigzaniem ligagndbw — wykonane eksperymenty HDX-MS pozwolity doktadnie
zidentyfikowa¢ regiony czasteczki Nucbh2 przechodzace z nieuporzadkowanej do
uporzadkowanej struktury, co dostarczyto istotnych informacji na temat ich dynamiki w
roztworze;

scharakteryzowanie czasteczki Nucb2 jako podzielonej strukturalnie na dwie czgsci —
pokazano, ze czasteczka Nucb2 od korica aminowego zawiera wrazliwg na Zn**czesé
obejmujaca nesfatyne-1 i -2 (czyli ok 1-200 reszt aminokwasowych) oraz wrazliwa na Ca**

cze$¢ konca karboksylowego czasteczki (obejmujaca nesfatyne-3, tj. reszty ok. 200—400).

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

1/2) oraz wplyw jonéw Zn** na strukture i funkcje tych biatek

H4: Lenda, R., Padjasek, M., Krezel, A., Ozyhar, A., Bystranowska, D.® Does one plus one always
equal two? Structural differences between nesfatin-1, -2, and nesfatin-1/2, (2022) Cell
Communication and Signaling, 20(1), 163.
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H6: Lenda R., Zhukova L., Ozyhar A., Bystranowska, D.® Deciphering the dual nature of nesfatin-
1: a tale of zinc ion's Janus-faced influence, (2024) Cell Communication and Signaling, 22 (1), art.
no. 298.

Nesfatyna-1 jest peptydem o istotnym znaczeniu fizjologicznym i wielokierunkowym
dziataniu. Powstaje (wraz z nesfatyna-2 i nesfatyna-3) podczas potranslacyjnej hydrolizy Nuch2, a
nastepnie jest uwalniana do krwioobiegu, gdzie oddziatujac na rézne tkanki, reguluje m.in.: apetyt
i metabolizm energetyczny. Projekt zaktadajacy badanie relacji struktura—funkcja nesfatyny-1 byt
naturalnym dopetnieniem badari dotyczacych wiasciwosci molekularnych Nucb? i rozpoczat serie
analiz prowadzonych na peptydach powstatych w wyniku proteolitycznej konwersji tego
prekursora. Wyniki tych badai ujawnity swoiste cechy strukturalne i funkcjonalne nesfatyny-1,
kt6rych nie obserwowano dla biatka petnej diugosci. Sadzitam, ze poréwnanie wiaéciwosci Nucb2
i nesfatyny-1 pozwoli na dokfadniejsze zrozumienie, jak poszczegdine fragmenty biatka wptywaja
na jego funkcje biologiczne i jak konwersja proteolityczna moze modyfikowaé¢ jego aktywnosc.
Prace H4 oraz H6 powstaty w wyniku zaangazowania do projektu doktoranta (Rafata Lendy), nad
ktérym opieke promotorskg sprawowat prof. A. Ozyhar. Podczas ich powstawania petnitam nie
tylko role autora korespondencyjnego, ale réwniez promotora pomocniczego doktoratu Rafata
Lendy. Stad moje zaangazowanie na wszystkich etapach tworzenia tych publikacji, tj. poczawszy
od opracowania koncepcji badan, poprzez wykonywanie analiz (SV-AUC), analize uzyskanych
wynikéw, edycje manuskryptu czy udzielanie odpowiedzi na recenzje. Praca nad tymi publikacjami
pozwolita wigc dodatkowo na rozwéj moich umiejetnosci mentoringowych, komunikacyjnych i

networkingowych.

Nesfatyna-1 jest znaczacym czynnikiem w regulacji metabolizmu, apetytu i gospodarki
energetycznej organizmu (67). Jej rola jako czynnika neuroendokrynnego sugeruje wplyw na
procesy neurologiczne i hormonalne (68). Zrozumienie mechanizméw dziatania nesfatyny-1 moze
prowadzi¢ do odkrycia nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych w chorobach
metabolicznych, takich jak otyto$¢ czy cukrzyca. Badania nad nesfatyng-1 moga takze poméc w
identyfikacji nowych cel6w terapeutycznych dla tych schorzen. Analizy poréwnawcze prowadzone
z wykorzystaniem nesfatyny-1 i pozostatych produktéw proteolitycznej konwersji Nuch2 (jak
nesfatyna-2 i nesfatyna-3) moga znaczaco przyblizy¢ zrozumienie ich (nieznanych obecnie) funkgji
biologicznych. W kontekécie badan nad nowymi terapiami, nesfatyna-1 jest szczegdlnie
interesujaca ze wzgledu na jej potencjalny wplyw na procesy metaboliczne i hormonalne (69).

Ponadto, lepsze zrozumienie roli nesfatyny-1 moze poméc w przeciwdziataniu epidemii otylosci i
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powigzanych z otyloscia powikfari zdrowotnych, a takze przyczyni¢ sie do rozwiniecia nowych
narzedzi diagnostycznych, ktére moga wspiera¢ wczesniejsze wykrywanie i interwencje w

przypadku zaburzeft metabolicznych.

Praca H4 (70) po$wiecona jest analizie strukturalnej ludzkiej nesfatyny-1, nesfatyny-2 oraz
nesfatyny-1/2, (biatko powstate z potacznia nesfatyny-1 i nesfatyny-2; Rys. 1), stanowiacej ponad
40% czasteczki Nucbh2 i, zgodnie z nasza wiedza, jest pierwsza proba opisu wiasciwosci
molekularnych tych biatek. Wyniki w niej przedstawione identyfikuja nesfatyne-1 jako biatko
inherentnie nieuporzadkowane, zawierajace okolo 57% IDRs i 23% struktury B. W $wietle
uzyskanych wynikéw, struktura drugorzedowa pozostatych dwoch peptydéw okazata sie byé
catkiem odmienna. Eksperymenty CD ujawnity, Ze ludzkie nesfatyna-2 oraz nesfatyna-1/2 wykazuja
w duzej mierze cechy biatek uporzadkowanych, z zawartoscia struktur a-helikalnych wynoszacg
odpowiednio ok. 48% i 45%, cho¢ i w ich przypadku zawarto$¢ obszaréw nieuporzadkowanych
(IDR) byta znaczaca i wynosita odpowiednio 24% (nesfatyna-2) oraz 30% (nesfatyna-1/2). Stafy sie
one jednoczesnie przyczynkiem do zastanowienia, czy proteoliza nesfatyny-1/2 in vivo moze petni¢
role ,czynnika aktywujacego” nesftyne-1 (poprzez przejécie z gléwnie uporzadkowanej struktury
nesfatyny-1/2 do nieuporzadkowanej struktury nesfatyny-1), zapewniajgcego przyjecie
(nieuporzadkowanej w duzym stopniu) konformacji, umozliwiajacej interakcje z wieloma
partnerami biatkowymi. W celu odpowiedzi na to pytanie prébowalismy zbada¢ wzajemne
oddziatywania nesfatyny-1 oraz nesfatyny-2 w roztworze za pomocg eksperymentéw CD i SV-AUC.
Spektroskopia CD nie wykazafa jednak zmian w strukturze drugorzedowej biatek mogacych by¢
skutkiem takiego oddzialywania (nie obserwowano réznicy w widmach nesfatyny-1/2, a widmem
réwnomolowej mieszaniny nesfatyny-1 i nesfatyny-2). Podobnie, na brak oddziatywania miedzy
peptydami wskazywata analiza SV-AUC. Pokazano zatem, ze rzeczywiscie, izolowana nesfatyna-1
wykazuje odmienne wiasciwosci molekularne niz gdy jest kowalencyjnie wigzana z nesfatyna-2, a
sama obecno$¢ wolnej nesfatyny-2 w roztworze nie jest wystarczajaca do indukowania zmian
strukturalnych w obrebie czasteczki nesfatyny-1. Z uwagi na fakt, iz jony Zn’* sg wiazane przez
fragment kofica aminowego ludzkiej Nucb2 (52), a jony Ca’*, przez fragment korica
karboksylowego (42), w kolejnym kroku postanowilismy zbada¢ wpltyw tych jonéw na strukture
izolowanych nesfatyn. Zgodnie z wcze$niejszymi wynikami, réwniez w przypadku nesfatyny-1 i
nesfatyny-2, wigzanie Ca’* nie wplywafo jednak na strukture drugorzedowa obu peptydéw. Zmian
nie zacbserwowano réwniez w strukturze trzecio-/czwartorzedowej, w eksperymentach SV-AUC,

Zaobserwowaliémy jednak oddzialywanie ludzkiej nesfatyny-1 z Zn’*, ktérego skutkiem byla
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strukturyzacja czasteczki biatka, prowadzaca do jej kompaktowania sie i oligomeryzacji. Wyniki SV-

AUC wskazywaly bowiem, Ze apo-nasfatyna-1, istniejaca w roztworze gtéwnie w postaci
monomeru, po zwiazaniu jonéw Zn’*, wykazywata sklonnos¢ do dimeryzadji zaleznej od stezenia

Zn** a wynikajacej prawdopodobnie ze zmiany struktury nieuporzadkowanej do uporzadkowane;j.
Wigzanie Zn*" testowaliémy nastepnie przez znacznym stopniu uporzadkowane nesfatyne-2 oraz
nesfatyng-1/2. W obu przypadkach oddziatywanie to wptywato jednak destabilizujaco na strukture
peptydéw, zwlaszcza za$ na strukture nesfatyny-2. Interakcja z Zn’* nie zmieniata jednak stanu
oligomerycznego obu biafek. Nesfatyna-2 wystepowata w roztworze gléwnie w postaci monomeru,
obserwowali$my jednak w roztworze obecne w ok. 10%, wigksze niz dimer formy oligomeryczne.
Nesfatyna-1/2, niezaleznie czy w kompleksie z ligandem, czy bez, sedymentowata w postaci
dimeru. Wyniki ITC wskazywaly na model wigzania 1:1 dla kompleksu Zn>*-nesfatyna-1, co

odpowiada jednemu zwiazanemu jonowi Zn’* na monomer peptydu oraz zaskakujaca

stechiometrie wigzania 2:1 dla nesfatyny-1/2 (nesfatyna-1/2: Zn**).

W pracy H6 uzupetnilismy nasza analize o wplyw jonéw Zn** na strukture kurzej nesfatyny-
1, oraz nesfatyny-1/2 (71). Juz na sam poczatku prac zauwazylismy, iz mimo >90% identycznoici
sekwencji ludzkiej i kurzej nesfatyny-2, biatka te ekspresjonuja sie w systemie bakteryjnym na
zupetnie innym poziomie. Wydajno$¢ ekspresji kurzej nesfatyny-2 mimo wielu préb pozostawata
na zbyt niskim poziomie, uniemozliwiajacym wykonanie analiz biochemicznych. Biorac pod uwage
wysoki stopieft homologii miedzy poszczegdlnymi nesfatynami, mozna spodziewa¢ sie podobnych
wiasciwoéci  molekularnych  odpowiednich  homologéw. Co ciekawe, w  wiekszosci
przeprowadzonych eksperymentéw, opisanych w pracy H6, zaobserwowali$my jednak istotne
roznice. Uswiadomifo nam to, Ze niektére funkcje Nucb2/nesfatyny moga by¢ specyficzne dla
danego gatunku. Uzyskane dane CD potwierdzily, ze kurza nesfatyna-1 nalezy do rodziny IDP, i
zawiera okoto 54% IDRs. Zawarto$¢ struktury B i zwrotéw oszacowano odpowiednio na okoto 18%
i 16%. To zachowanie charakteru biafek nieustrukturyzowanych w przypadku homologéw
nesfatyny-1, bylo jednym z nielicznych podobieristw. Uznalismy go za warunek niezbedny do
umozliwienia plejotropowego dziatania nesfatyny-1 w réznych gatunkach. Podkreslato ono tym
samym znaczenie biologiczne tego wielofunkcyjnego neuropeptydu. Mozaikowy charakter
struktury drugorzgdowej kurzej nesfatyny-1/2 (gdzie dtuzsze fragmenty helikalne przeplataly si¢ z
krotszymi IDRs) réwniez odzwierciedlat charakter struktury drugorzedowej homologu ludzkiego.

Nie obserwowalismy jednoczesnie zmian w strukturze drugo- i trzeciorzedowej kurzej nesfatyny-1
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i nesfatyny-1/2 w obecnosci jonéw wapnia Ca’*, co sugerowato, ze rowniez w tym przypadku ich
wigzanie jest cechg charakterystyczna wylacznie dla Nuchb2/nesfatyny-3. W dalszej czgéci pracy
scharakteryzowano gtéwne réznice w sposobie wigzania Zn®" przez homologi nesfatyny-1 i
nesfatyny-1/2 wnioskujac, ze powinowactwo i sposéb wiazania Zn** sg rézne u réznych gatunkéw,
co moze przektada¢ sie na gatunkowo-specyficzne funkcje tych biatek. Kurza nesfatyna-1/2 okazata
sie by¢ calkowicie niestabilna w obecnosci Zn’*. Dodatek jonéw Zn*" do roztworu kurzej
nesfatyny-1 (w stosunku do ktérych wykazata ona podobne powinowactwo, jak homolog ludzki)
powodowat natomiast zalezny od stezenia wzrost zawartosci a-helisy w czasteczce tego biatka oraz
jednoczesny spadek zawartoéci IDRs, prowadzac do strukturyzacji jej czasteczki. SV-AUC wykazato,
ze strukturyzacja ta, wigzafa sie ze znacznym zmniejszeniem objetosci hydrodynamicznej czasteczki
nesfatyny-1 oraz jej zalezng od stezenia Zn’* dimeryzacja. Tym samym pokazano, ze
kompaktowanie si¢ oraz dimeryzacja holo-nesfatyny-1 sa cechami wspélnymi homologéw kurzego
i ludzkiego. Kolejne wyniki wskazaly na region M30, jako na prawdopodobng pfaszczyzne
oligomeryzacji. To odkrycie jest szczegélnie interesujace, poniewaz region M30 jest wysoce
zachowany wéréd przedstawicieli rodziny nukleobindyn (72) oraz zostal eksperymentalnie
wykazany jako odpowiedzialny za ich anoreksygenne dzialanie (6). W pracy H6 analizg¢ wptywu
Zn** na ten rejon uzupetniliémy takze w kontekscie homologéw ludzkiej nesfatyny-1 i nesfatyny-
1/2. Poprzez szczeg6towa analize (HDX-MS) wykazaliémy subtelne réznice we wptywie Zn** na
oba peptydy (odpowiednia nesfatyna-1 vs. odpowiednia nesfatyna-1/2), ujawniajac swoista
dychotomi¢ w odpowiedzi na ich wiazanie. W szczeg6lnosci zaobserwowalismy zupetnie
odmienny wplyw Zn’* wiasnie w rejonie M30 zaréwno nesfatyny-1, jak i nesfatyny-1/2. W
homologach  nesfatyny-1,  wigzanie jonéw cynku prowadzito do  strukturalnego
zastaniania/maskowania regionu M30, na skutek przejécia struktury nieuporzadkowanej tego
fragmentu czasteczki do uporzadkowanej, prowadzac w konsekwencji do tworzenia struktur
podobnych do amyloidowych. Odzialywanie Zn** z czasteczkami nesfatin-1/2 prowadzito jednak,
zupetnie przeciwnie, do eksponowania i destabilizacji regionu M30. Dodatkowo, wigzanie Zn**
indukowato znaczace odstoniecie regionéw rozpoznawanych przez konwertazy prohormonéw w
czasteczce nesfatin-1/2. Wywnioskowali$my stad, ze wigzanie jonéw cynku musi by¢ kluczowe dla
regulacji funkcji nesfatyny, umozliwiajac czasowa i przestrzenng modulacje  efektu
anoreksygennego nesfatyny-1, jednoczesnie ufatwiajac jej uwalnianie si¢ z czasteczki
nukleobindyny-2. Zaréwno Nucbh2, jak i konwertazy prohormonéw ulegaja bowiem procesowaniu
m.in.: w aparacie Golgiego, bedacym jednym z magazynéw jonéw cynku, zwlaszcza w komérkach
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wydzielniczych (73). Fragment odpowiadajacy nesfatynie-2 mégtby natomiast petni¢ funkcje

elementu strukturalnego regulujacego aktywnos¢ i lokalizacje Nuch2 i pozostalych nesfatyn.

W ostatniej czesci pracy H6 zwrocilismy uwage na jeszcze jeden bardzo ciekawy aspekt
dotyczacy wihasciwosci nesfatyny-1. Wykorzystujac technike spektrofluorymetrii z uzyciem
tioflawiny-T wykazali$my zdolnos¢ nefatyny-1 (ludzkiej i kurzej) do tworzenia in vitro struktur
amyloidowych w sposéb zalezny od Zn**. Fluorescencje tioflawiny-T w obecnosci apo-nesfatyn-1
charakteryzowata minimalna intensywnos¢, swiadczaca o niewielkim stopniu wiazania fluoroforu
przez peptyd. Zaobserwowali$my jednak silny i zalezny od stezenia wzrost intensywnosci
fluorescencji po dodaniu Zn** do homologéw nesfatyny-1 (oraz spadek w przypadku homologéw
nesfatyny-1/2). Wiazanie tioflawiny-T, ktéra jest specyficzng sonda amyloidowa sugerowato, ze
kompleksy Zn*"-nesfatyny-1 moga tworzy¢ strukture amyloidowa, co z uwagi na fakt obfitego
wystepowania tego neuropeptydu w centralnym ukfadzie nerwowym, wskazuje na potencjalne
zaangazowanie nesfatyny-1 w procesy neurodegeneracyjne. Zrozumienie charakteru tego procesu
wymaga jednak dalszych bada#. Wyniki zgromadzone w obu przedstawionych pracach podkreslaja
natomiast zfozono$¢ funkcji nesfatyn oraz skomplikowany charakter ich interakcji z jonami cynku,
co ma istotne znaczenie dla zrozumienia biologicznych mechanizméw ich dziafania i potencjalnego

udziatu w procesach neurodegeneracyjnych.

Podsumowujac, zebrane w pracach H4 oraz H6 wyniki wskazuja na:

* r6znice strukturalne w obrebie nesfatyn — apo-nesfatyna-1 (zaréwno ludzka, jak i kurza)
wykazuje silnie nieuporzadkowana strukture, kiéra po zwiazaniu Zn** ulega przejsciu do
struktury uporzadkowanej, a procesowi temu towarzyszy dimeryzacja peptydu i tworzenie
si¢_hydrofobowego rdzenia. W przeciwiedstwie do tego, wigzanie jonéw Zn?* przez
uporzadkowang nesfatyne-2 oraz nesfatyne-1/2 silnie destabilizuje struktury obu biatek;

* nabywanie nowych wlasciwosci przez izolowane peptydy — strukturalnie rézne nesfatyna-
11 -2 wydajg si¢ by¢ wzajemnie zalezne, gdy sa ze soba potaczone wiazaniem
peptydowym, jak wskazuja zaobserwowane wtasciwosci molekularne nesfatyny-1/2, ktére
nie sq prosta sumg algebraiczng wiasciwosci izolowanych peptydéw;

o wplyw jonbw Zn?* — zaobserwowano, ze wigzanie joné‘w Zn**: () wywolywato
przeciwstawny wplyw na region M30: jego strukturyzacje i maskowanie w strukturze

nesfatyny-1 oraz eksponowanie i destabilizacje regionu w strukturze nesfatyny-1/2; (ii)
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prowadzito do zwiekszone] skfonnosci do oligomeryzacji i/lub agregacji homologéw
kurzych w poréwnaniu z ludzkimi; (iii) znaczaco destabilizowato nesfatyny-2 i nesfatyny-
1/2;

e potencjalne nowe funkcje regulacyjne — na podstawie otrzymanych wynikéw
zaproponowano, ze wigzanie jonéw Zn>* mogtoby odgrywaé kluczowa role w regulagji
funkgji nesfatyn, poprzez przestrzenng i czasowa blokade efektu anoreksygennego
nesfatyny-1 i utatwianiu jej uwalniania z Nucb2 w srodowiskach bogatych w Zn?";

o wplyw nesfatyny-1 na procesy naurodegeneracyjne — wigzanie tioflawiny-T sugerowato,
ze homologi Zn*"-nesfatyny-1 moga wykazywaé skfonnos¢ do formowania struktury
amyloidowej, co wskazuje na ich potencjalne zaangazowanie w  procesy
neurodegeneracyjne;

e znaczenie hydrolizy potranslacyjnej Nucb2 — uporzadkowana struktura nesfatyny-2 oraz
nesfatyny-1/2, w potaczeniu z odr¢bng struktura nesfatyny-1, sugeruje, ze proteolityczna
hydroliza ludzkiej Nucb2 przez konwertazy prohormondw oraz dalsza hydroliza nesfatyny-
1/2 moga dziata¢ jako mechanizm aktywacji, przypisujac fragmentowi odpowiadajacemu

nesfatynie-2 strukturalng, cho¢ niejasna role.

) Wplyw jon6w metali na konformacje nesfatyny-3

H5: Skorupska-Stasiak*, A., Bystranowska®, D.® |, Tran, J.B., Krezel, A., Ozyhar, A. Nesfatin-3
possesses divalent metal ion binding properties, which remain hidden in the nucleobindin-2
precursor protein, (2023) Cell Communication and Signaling, 21 (1), art. no. 165. *pierwszy
wspdfautor

Wyniki przedstawione powyzej prowadzity do interesujagcego wniosku, iz nesfatyny
uwalniane w reakcjach katalizowanych przez konwertazy prohormonéw mogg mie¢ zupetnie inne
wlasciwoséci molekularne niz Nuch2, a zatem moga wykazywa¢ odrebne funkcje fizjologiczne. Do
petnego obrazu wiasciwosci molekularnych Nucb2 oraz pochodzacych z biatka prekursorowego
izolowanych peptydéw, brakowato jeszcze jednego elementu ukiadanki — nesfatyny-3. Jako ze
publikowane wyniki badari eksperymentalnych koncentrowaly sie gtéwnie na analizie Nucb2 i/lub
nesfatyny-1, szczegdty dotyczace struktury nesfatyny-3 pozostawaly do tej pory tematem spekulacji.

Nasze badania przedstawiaja pierwszg charakterystyke strukturalng nesfatyny-3 (bedaca ostatnia
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analizowang pochodna proteolitycznej konwersji Nuch2) oraz omawiajg wptyw kationéw metali
dwuwartosciowych na konformacje jej czasteczki w roztworze. Nesfatyna-3, stanowigc niecate 60%
czasteczki Nuch2 (4. reszty aminokwasowe ok. 170-400), zawiera kluczowe strukturatne regiony
biatka petnej dtugosci, w tym motywy dioni EF (Rys. 1). Stad moje oczekiwanie, ze jej whasciwosci
molekularne i powinowactwo do jonéw metali dwuwartosciowych beda raczej przypominaé¢ te,
wyznaczone uprzednio dla Nucb2. Otrzymane wyniki (5) pokazaly jednak, ze wilasciwosci
molekularne nesfatyny-3 s3 catkowicie rézne od wiasciwosci nukleobindyny-2. Kompleksowa
analiza strukturalna nesfatyny-3 wykazala kilka istotnych odkry¢. Pierwsze z nich, to podatnoéé
struktury drugorzedowej nesfatyny-3 na zmiany konformacyjne indukowane jonami metali. Byta
ona szczegblnie wyraZnie obserwowana w widmach CD, jako wyrazny wzrost zawartosci struktury
a-helikalnej indukowanej wigzaniem Ca’* (Tabela 2), nieobserwowany uprzednio dla Nucb2 (42).
Swiadczy to o tym, ze izolowana czes¢ kofica C Nuch2, jaka jest nesfatyna-3, przyjmuje w
roztworze inng konformacje niz ten sam fragment bedacy czescia petnej dtugoici biatka
prekursorowego. Zaintrygowana t3 rozbieznoécig postanowitam sprawdzi¢, czy réznice beda
réwniez obserwowane podczas analizy struktury trzeciorzedowej obu biatek. Hydroliza biatek
prekursorowych czesto prowadzi do powstania peptydéw o réznych, a nawet antagonistycznych
(w stosunku do prekursora) aktywnosciach, co podkredla znaczenie tego rodzaju modyfikacji
potranslacyjnych (74). | tak, wyniki ograniczonej proteolizy wykazaly, ze zaréwno Ca®”, jak i Zn**
wplywaty na podatnos¢ nesfatyny-3 na hydrolize. W obecnosci wysokiego stezenia Ca** i Zn?*
szybkos¢ reakgji hydrolizy nesfatyny-3 znacznie malata, $wiadczac o jej zwiekszonej odpornoéci na
proteolize w kompleksie z wspominanymi jonami. Dodatkowo, w toku analizy poréwnawczej
wykazano, ze najnizsze stezenie Ca’*, ktére indukowato zmiany konformacyjne w obrebie
czasteczki nesfatyny-3, bylo rézne (dziesieciokrotnie) dla réznych homologéw biatka, co

wskazywato na znaczace réznice w powinowactwie biatka do tego jonu.

Do oceny struktury trzeciorzedowej oraz potencjalnej czwartorzedowej wykorzystano
analizg¢ SV-AUC. Hipoteza badawcza, ze nesfatyna-3 moze dimeryzowaé, wynikata naturalnie z
faktu, ze motywy dtoni EF, znajdujace sie centralnie w ich strukturach, maja tendencje do tworzenia
funkcjonalnych dimeréw w roztworze. Nie jest to jednak reguta. | rzeczywiicie, apo-nesfatyna-3
wystgpuje w roztworze gléwnie w jednym stanie oligomerycznym, jako dimer o raczej
asymetrycznym, wydituzonym ksztatcie. Bardziej szczegbtowa analiza wykazata, Zze ani ksztalt jej

czasteczki, ani stan oligomeryzadji nie ulegly zmianie w obecnosci Mg?* (Rys. 7A).
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Tabela 2. Opis réznic strukturalnych nesfatyny-3 w odniesieniu do Nuch2.

Analizowana cecha nesfatyna-3 Nucb2
Stosunek a-helis do IDR w biatku apo 1,2 2,8
Stosunek a-helis do IDR w obecnoéci ligandu:
Mg** 1,5 3,1
Ca?* 2,6 2,7
Zn** 1,6 3,7
Wrazliwo$¢ biatka apo na hydrolize enzymatyczng niska $rednia

Wrazliwos¢ biatka na hydrolize enzymatyczng w obecnosci
ligandu (w odniesieniu do stanu apo):

Mg2+ — l

Ca?* ! 18

Zn?* l !
Stosunek dimeru do monomeru w biatku apo przy tylko dimer tylko dimer

najwiekszym analizowanym stezeniu biatka

Stosunek dimeru do monomeru przy najwigkszym
analizowanym stezeniu biatka w obecnogci ligandu:

Mg** tylko dimer 9:1

Ca™* 24:1 tylko dimer

Zn** tylko dimer 6:1
Wartoé¢ statej k3 w obecnosci ligandu:

Mg** n.d. 203,2 uM

Ca?* 8,79 UM 16,8 UM/19,8 UM

Zn** 6,95 UM 23,9 uM/14,3 uM

Dane przedstawione w oparciu o prace (42,52). Strzatki wskazujg stymulujacy (1), supresyjny (])
lub zaniedbywalny (—) efekty cechy wymienionej w lewej kolumnie; n.d. — nie okreslono (n.d. —
not determined). Tabele zaczerpnieto z pracy H5 i (5) zmodyfikowano.

Dla prébek biatka zwiazanego z Ca’* obserwowano niewielkg frakcje monomeréw (Rys.
7B), ktorej udzial malat wraz ze wzrostem stezenia biatka. Swiadczylo to natomiast, ze Ca’*-
nesfatyna-3 wystepuje w roztworze jako dimer, bedacy w szybkiej réwnowadze z monomerem.
Najbardziej wyrazne rbznice miedzy profilami sedymentacji stanéw apo- i holo-nesfatyny-3
obserwowano po dodaniu Zn** (Rys. 7C-E). Chociaz kompleksy Zn*'-nesfatyna-3 sedymentuja
gléwnie jako dimery, tu jednak jako dodatkowq frakcje, wykryto $ladowe ilosci oligomeréw o
wyzszej masie czasteczkowej. Co ciekawe, praktycznie nie obserwowano wplywu jonow Mg’* na
strukture drugo- i/lub czwartorzedowa nesfatyny-3 (Tabela 2, Rys. 7). Pomiary ciepfa
wydzielajacego sie lub pochtanianego, wykonane technika ITC, podczas wigzania tych jonéw do
czgsteczki nesfatyny-3 réwniez nie wykazaly zadnych istotnych zmian entalpii, ktére mogltyby

swiadczyé o oddzialywaniu nesfatyny-3 z jonami Mg**. Takie oddziatywanie obserwowatam jednak
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uprzednio dla Nuch2, a odpowiadat za nie fragment biatka zawierajacy motywy dfoni EF, tj.
fragment podpowiadajacy nesfatynie-3. Jony Mg®* konkuruja bowiem o wiekszo$¢ miejsc wiazania
jonéw Ca’*, w tym o wigzanie w obrebie motywéw dioni EF. Z tego powodu miejsca wiazania
jonéw Ca’* sa czesto dzielone na miejsca wiazace zaréwno Ca** jak i Mg?*, oraz miejsca

specyficzne tylko dla Ca®* (75) — decyduja wartosci statych dysocjacii.

IA 6,04 == 05 mgmt } B 6,04 amw 0,5 myine } \
5'0_ —_" 117.;-':'::"1:\! f EDTA 5.04 : l‘):;-':“:’u:‘:d EDTA
Dag - 0,5 mgiml D4 0- e 0,6 mg/mi
3™ —r 075 mghnt [ MGl 3 —— 0,76 mgimi ’ ol
<304 ST Tag — 10 mgid
2201 £20
”’] 10 mM MgCl, 14 10 mM CacCl,
0.0 v T - 0.0 - - L - v
0 1 2 3 4 5 @ Q 1 2 3 4 5 8
wspolczynnik sedymentacii [S] wspoiczynnik sedymentacii [S)
C 6.0 wew 05 mgimt D 6,04 mam 05mgmi 1 E 60 mwm 0.5 mgimi
5‘0_ ——“ :);m } EGTA 5,0 : :1:;5";9;:4 J EDYA 5,04 :-l-' (::;ml .' EDTA
D01 e e ] I e } o s
23,0' e 1.0 mgimi 23.0' w10 wml 23'0‘ 1.0 rgém] )
Zo0 Ea0d %0
5 S 0,3 mM 5 0,8 mM
1,01 A1 0,1 mM ZnCi, 10 _//\ ZnCl, 1.04 /\ ZnCL
0.0 ) A YAV 0.0 v Z48. N 0.0 s .
[¢] 1 2 3 4 5 [} 0 1 2 3 4 5 [:] 0 1 2 3 4 5 [
wspolczynnik sedymentacii [S] wspblczynnik sedymentaciji [S] wspélczynnik sedymentacii [S]
Rys. 7. Zmiany struktury czwartorzgdowej nasfatyny-3 na skutek wigzania Mg®*, Ca®* i Zn"|
Analiza stanu oligomerycznego holo-nesfaytny-3 wykonana technika SV-AUC w obecnosci buforu
z EDTA (linie czarne) oraz (linie fioletowe) (A) 10 mM Mg*, (B) 10 mM Mg?*, (C) 0,1 mM Zn**)
(D) 0,3 mM Zn**, (E) 0,8 mM Zn**. Poszczegblne panele rysunku zaczerpnieto z pracy H5 (5)

Qodyﬁ kowano. /

Ostatecznie, aby wyjasni¢ réznice w zdolnosci wigzania Ca’*/Mg’*, wykorzystatam

oprogramowanie AlphaFill (wyniki nie pokazane w Autoreferacie). AlphaFill jest narzedziem
komputerowym wykorzystujacym znane sekwencje i zdeponowane strukiury biatek do
przewidywania oddziatywa# z matymi czasteczkami lub jonami biatek podobnych. Algorytm opiera
si¢ na podobiefistwie sekwendji i struktury migdzy biatkami o znanych strukturach a modelami

A

biatkowymi, aby ‘'przenosi¢" informacje o wiazaniu z biatek eksperymentalnych do
przewidywanych struktur biatkowych (76). W wyniku analizy dwa jony Mg** oraz dwa jony Ca’*

(pochodzace odpowiednio ze struktur PDB 5VKW i 1TCF) zostaly ,zadokowane” w modelach
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AlphaFill, ale dwéch réznych nesfatyn — kurzej nesfatyny-3 (tworzacej preferencyjnie kompleks z
dwoma jonami Mg’*) oraz ludzkiej nesfatyny-3 (tworzacej preferencyjnie kompleks z dwoma
jonami Ca®*). Algorytm trafnie podkreslit wiec taka sama specyficzno$¢ obu biafek, na ktéra
wskazywaly wszystkie nasze wyniki badan eksperymentalnych (nawiasem méwiac jeden z jonéw
Mg®* wydaje sig by¢, w przewidywaniach AlphaFill, wigzany w spos6b catkowicie przypadkowy;
przypuszczam, ze potozenie tego jonu jest jednak mafo precyzyjne). Powinowactwo do jonéw
Mg’* zdaje sie nie tylko réznicowaé nesfatyny-3 miedzy soba. Jednoczesnie odréznia je bowiem
od petniej dtugosici nukleobindyn i sugeruje ich rézne role fizjologiczne, nabywane dopiero po

proteolitycznej konwersji biatek prekursorowych.

Podsumowuijac, do najwazniejszych wnioskéw publikacji zaliczam:

« opisanie budowy czasteczki nesfatyny-3 w roztworze — w formie apo, nesfatyna-3 istnieje
w roztworze jako wydtuzona czasteczka, a wiazaniu jonéw metali dwuwartoéciowych (Ca>*
i Zn*"), towarzyszy jej kompaktowanie sie;

e wykazanie zaleznej od gatunku specyficznoéci wiazania jon6w metali — wykazano, ze
kurza nesfatyna-3 wykazywata bardzo silne powinowactwo wobec jonéw Zn** oraz
preferowata wigzanie Mg”™ niz Ca’*, podczas gdy ludzka wiazata Ca®* w spos6b modelowy
i nie oddziatywata z Mg’* ale oddziatywata z jonami Zn**;

» wskazanie réznic w oddzialywaniu z ligandami w poréwnaniu z Nucb2 — Wykazano, ze

** wzrasta w poréwnaniu do

powinowactwo nesfatyny-3 do jonéw Ca’* i Zn
powinowactwa biatka prekursorowego, a w przypadku jonéw Mg’*, drastycznie maleje.
Whioski dotyczace potencjalnych réznic w funkcjonalnodci nesfatyny-3 i Nucb2, a
wynikajacych z ich réznych zdolnosci do wiazania Mg®*, Ca®* i Zn’*, sugeruja rozne

funkcje fizjologiczne obu biatek.

f) Wieloplaszczyznowy udziat Nucb2 w karcynogenezie

H3: Skorupska, A., Lenda, R., Ozyhar, A., Bystranowska, D.® The multifaceted nature of
nucleobindin-2 in carcinogenesis, (2021) International Journal of Molecular Sciences, 22 (11), art.
no. 5687.
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Niezaleznie od badaf zmierzajacych do poglebienia stanu wiedzy dotyczacej struktury
Nucb2, Sledzitam réwniez intensywnie wyniki pojawiajacych sie badan (zwlaszcza in vivo), ktére
podejmowaly préby wyjaénienia jej ztozonych funkji fizjologicznych. Badania te jasno wskazywaly,
ze istnieje coraz wigcej dowodéw na to, iz Nuch2 moze odgrywac wazng role w wieloetapowych
procesach nowotworzenia. W ostatnich latach nastapit bowiem zauwazalny postep w
identyfikowaniu niezwyklej wielofunkcyjnosci tego biatka. W pracy H3, w oparciu o najnowsze
(wowczas) doniesienia literaturowe, przedstawiono krytyczne podsumowanie aktualnego stanu
wiedzy na ten temat. Pomimo swojej roli w regulacji homeostazy energetycznej, Nuch2 wydaje sie
by¢ gteboko zaangazowana w proces rozwoju nowotworéw. Liczne badania wykazuja, 7e zaréwno
Nucb2, jak i produkt jej proteolitycznej konwersji, nesfatyna-1, moga byé zwiazane z progresja
nowotwordw. Fakt ten, z kolei moze poméc w przysztosci w wykorzystaniu Nuch2 jako biomarkera
lub czynnika prognostycznego/predykcyjnego zwiazanego z rozwojem raka (77). Wykazano m.in.:
ze Nucb2 jest powigzana z przerzutami nowotworowymi i towarzyszacymi im procesami, takimi
jak przejscie nabtonkowo-mezenchymalne (EMT, epithelial-mesenchymal transition) (61), stres
siateczki $rédplazmatycznej (78) oraz zesp6t kacheksja-anoreksja w raku (CACS, cancer anorexia-
cachexia syndrome) (79), poprzez regulacje szlakéw LKB1/AMPK/TORC1/ZEB1 oraz Ak/mTOR. Z
drugiej strony Nucb2 i nesfatyna-1 zostaty réwniez przedstawione jako stymulatory apoptozy w
komérkach raka nabtonka jajnika oraz raka kory nadnerczy. Wydaje sie, ze procesy te sa
regulowane przez szlaki mTOR/RhoA/ROCK (80), JNK-1/2/p38MAPK oraz Ras/Raf/MEK/ERK (81), a
rola Nucb2/nesfatyny-1 moze zaleze¢ od rodzaju tkanki (Tabela 3). Niestety, szczeg6towa kontrola

tych proceséw nadal nie zostata w petni scharakieryzowana.

W powstawaniu tej pracy moja rola byta wieloaspektowa. Manuskrypt zostat napisany przez
dwojke doktorantéw, nad ktérych praca sprawowatam nadzér. Odpowiadatam za wybér publikacj,
zapewniajac, ze zrodfa byly odpowiednie i aktualne. Korygowatam manuskrypt, dbajac o
poprawno$¢ merytoryczng i jezykowa. Weryfikowatam dane literaturowe, aby upewni¢ sie, ze
wszystkie informacje byly zgodne z najnowszymi badaniami. Wyciggatam konkluzje dotyczace
ogblnego spojrzenia na opisywane procesy, integrujac informacje pochodzace z réznych zrédet w
sp6jna catos¢, pozwalajacq na glebsze zrozumienie tematu i ugruntowujac wyciagane wnioski w

istniejacej literaturze.
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Tabela 3. Podsumowanie roli Nucb2/nesfatyny-1 w procesach nowotworzenia.

Typ nowotworu Szlak sygnalizacyjny Rola Nucb2 Rodzaj Ref.
~ badaf
Rak kory INK-1/2/p38M7 Indukcja apoptozy in vitro (81)
nadnerczy Ras/Raf/MEK/ERK
Komérki raka MMPs Promowanie migracji i in vitro (82)
pecherza _ inwazyjnosci raka
Rak jelita grubego  LKB1/AMPK/mTORC1/ZEB1 Promowanie EMT i in vitro/in vivo  (61)
Sygnalizacja przez biatka G przerzutow
nowotworowych
Komérki czerniaka ? Reakcje adaptacyjne in vitrofin vivo = (78)

wywolane stresem siateczki
$rédplazmatycznej

Nie- FTX/ miR-335-5p/ Wywotywanie EMT i in vitro/in vivo  (83)
matokomérkowy Alkt/mTOR przerzutow

rak piuc nowotworowych

Rak nabtonka mTOR/RhoA/ROCK Wzmacnianie apoptozy in vitro (80)
jajnika

Rak komorek AMPK/mTORC1/ZEB1 Indukcja EMT in vitrofin vivo = (84)
nerkowych

Tabele zaczerpnieto z pracy H3 (77) i zmodyfikowano.

Podsumowujac, do najwazniejszych elementéw przedstawionej pracy zaliczam:

o wskazanie na dualng role Nucb2/nesfatyny-1 w karcynogenezie — praca podkresla, ze
Nucb2/nesfatyna-1, moga petni¢ zarébwno pro-metastatyczna, jak i anty-metastatyczna role,
co zdaje sie by¢ kluczowe dla zrozumienia, jak biatka te wplywaja na rozwoj réznych
rodzajéw nowotworéw;

o dostrzezenie zaleznosci od tkanki — role Nucb2/nesfatyny-1 w karcynogenezie s Scisle
zwiazane z typem tkanki, w ktdrej biatka te sg ekspresjonowane, co oznacza, ze mogg one
promowa¢ lub hamowac progresje guza w zaleznosci od kontekstu biologicznego. Jest to
istotne dla potencjalnego zastosowania w terapii celowanej;

e Przedstawienie kompleksowego przegladu badaf oraz perspektyw klinicznych — praca
zbiera i analizuje wyniki wielu badaf dotyczacych roli Nucb2/nesfatyny-1 w
kancerogenezie, co stanowi solidng baze dla przysztych badaf i moze poméc w
identyfikacji nowych kierunkéw badawczych lub celéw terapeutycznych w réznych typach
nowotwordw jest szczeg6lnie interesujgce dla klinicystow i badaczy zajmujacych sie

onkologia.
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g Podsumowanie

Realizacja niniejszego projektu stanowi jednolita metodologicznie analize teoretyczno-
empiryczng poswigcong biatkom o duzym znaczeniu fizjologicznym. Mozliwa byla dzieki
nawigzaniu, dajacej wielostronne korzysci intelektualne, wspétpracy naukowej z innymi polskimi
osrodkami zajmujacymi sie biochemia strukturalng biafek. Niweluje ona luke badawcza istniejaca
w zakresie badaf strukturalnych nukleobindyny-2 i wskazuje kierunki kolejnych badan, ktére
moglyby zosta¢ podjgte. W czasie realizacji niniejszego projektu powstal szereg publikagji
przyjetych do druku w systemie otwartego dostepu w renomowanych miedzynarodowych
czasopismach naukowych nalezacych do pierwszego kwartylu w danej dziedzinie, posiadajacych
wysoki wspdtczynnik oddziatywania oraz wysoka punktacje MNISW. Uzyskane wyniki stanowia
wkiad nie tylko w rozwéj badari podstawowych, ale przedstawiaja cenne wytyczne mogace
przyczynic si¢ do rozwoju badar klinicznych, a takze znalez¢ zastosowanie komercyjne. Pierwsze,
tak szczegStowe, opisanie wiasciwosci molekularnych zaréwno Nucb2, jak i nesfatyn moze
znaczaco pomdc w zrozumieniu mechanizméw dziafania tych biatek zaréwno w prawidiowych
stanach fizjologicznych, jak i patologicznych. W przypadku Nucb2 i/lub nesfatyny-1, sprzyja¢
natomiast dodatkowo moze odkrywaniu nowych strategii, mogacych poméc w walce z otytoscia,
termogeneza, cukrzyca, starzeniem si¢ i wieloma innymi chorobami metabolicznymi oraz

nowotworami.

Do najwazniejszych osiagnie¢ projektu zaliczam:

* opracowanie wydajnych procedur nadekspresji w komérkach £ coli i oczyszczania

nukleobindyn-2 i nesfatyn;

e wykazanie przynaleznosci nukleobindyny-2 do rodziny biatek zawierajacych IDRs.
Pokazano, ze struktura nukleobindyny-2 posiada w czesci odpowiadajacej nesfatynie-1 i
nesfatynie-2 (reszty aminokwasowe ok. 1-200) mozaikowa struktura, w kiérej rejony
uporzadkowane i nieuporzadkowane przeplataja si¢ ze sobg a w czesci odpowiadajace;

nesfatynie-3 pozostaje nieuporzadkowana;
» wykazanie przynaleznosci nesfatyny-1 do IDPs;

* wykazanie zmiennoici strukturalnej Nucb2 modulowanej wiazaniem jonéw Ca?*;
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e zlokalizowanie niekanonicznego miejsca wiazania Zn** w obrebie fragmentu
odpowiadajacego nesfatynie-1 oraz scharakteryzowanie oddziatywania nesfatyny-1 z

jonami Zn**;
e scharakteryzowanie oddziatywania nesfatyny-3 z jonami Ca’*, Zn**;

e wykazanie zaleznej od gatunku specyficznoéci wigzania jonéw metali przez nukleobindyne-

2 i nesfatyny;

e wskazanie na mozliwy udziat jonéw metali dwuwartodciowych w procesie agregacji

nukleobindyny-2 i nesfatyny-1;

e wskazanie réznic w budowie i funkcji nesfatyn w stosunku do odpowiednich fragmentéw

prekursora biatkowego (nukleobindyny-2);

e wskazanie, ze na skutek procesowania potranslacyjnego izolowane nesfatyny nabywaja
nowe wiasciwosci w stosunku do odpowiadajacym im fragmentom w biatku petnej dtugosci

(tj. nukleobindynie-2).

4.2.2. Analiza struktury protrombiny z wykorzystaniem technik badania pojedynczych czastek

W skfad drugiego osiagniecia wchodza dwa artykuly naukowe opublikowane w latach
2016-2018, w recenzowanych czasopismach naukowych z bazy JCR. Obie prace dokumentujg
cze$é wynikow uzyskanych podczas stazu podoktorskiego, realizowanego w Wydziale Medycznym
Uniwersytetu Saint Louis (Saint Louis University School of Medicine, St. Louis, Missouri). Doktadny
opis stazu przedstawiam w punkcie 5.1. Prezentowane artykuty dotycza badania struktury
protrombiny oraz mezotrombiny, ktéra jest posrednim produktem w procesie przeksztafcania
protrombiny w trombing, w roztworze z wykorzystaniem techniki rezonansowego przeniesienia
energii wzbudzenia elektronowego na poziomie pojedynczych czastek (PIE smFRET) oraz opisu
konformacyjnej plastycznosci czasteczki tego enzymu. Wyniki uzyskane w czasie realizacji tego
projektu nie tylko poszerzaja zakres wiedzy podstawowej dotyczacej tego kluczowego enzymu, ale
wykazuja znaczenie takze w kontekicie racjonalnego wykorzystania protrombiny oraz jej
pochodnych do celéw terapeutycznych i biotechnologicznych. Byly one realizowane w ramach
nadrzednego projektu koordynowanego przez prof. Enrico Di Cere i w porozumieniu z innymi

cztonkami zespotu. W ramach mojego projektu badawczego, samodzielnie wykonywatam
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wszystkie etapy pracy, od planowania eksperyment6éw, poprzez i wykonanie, az po analize

uzyskanych wynikow.

Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

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.

Opis mojego indywidualnego wkiadu w powstanie kazdego z wymienionych artykutéw znajduje

sie w Zafaczniku 4A.

Oswiadczenia wspéfautoréw okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich w powstanie

poszczegdlnych prac znajduja sie w Zataczniku 5.

Kopie artykutéw znajduja sie w Zataczniku 6.

Parametry naukometryczne przedstawionego osiggnigcia

Parametry naukometryczne prac dokumentujacych przedstawiane do oceny drugie

osiggniecie naukowe przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Podsumowanie naukometryczne osiagniecia drugiego (punkt 4.2.2),

Impact Factor* Punktacja MNiSW** Cytowania*+** Bez autocytowari

H7 4,1 85 28 27
H8 4,0 40 30 30
P> 8,1 75 58 57

Indeks Hirscha: 8
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* Wartosci IF podano wedtug bazy JCR z roku ukazania sie publikacji. **Punkty podano wedtug
wykazu czasopism naukowych MNiSW z roku publikacji. *** Cytowania na podstawie bazy Scopus
z dnia 05/12/2024.

Opis osiggniecia naukowego zaprezentowanego w’ serii powigzanych ze soba artykuléw
(H7-H8)

a) Cel projektu

Protrombina jest kluczowym biatkiem zaangazowanym w proces krzepniecia krwi. Bierze
ona udziat w reakcji kaskady krzepniecia, gdzie jest proteolitycznie przeksztafcana w aktywna
trombine przez protrombinaze — kompleks sktadajacy sie z proteazy serynowej Xa i jej kofaktora,
czynnika Va, w obecnosci jonéw wapnia (85). Protrombina jest ekspresjonowana w watrobie przy
udziale witaminy K i jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania ukiadu krzepnigcia,
zapewniajgc szybka reakcje na uszkodzenia naczyf krwiono$nych. Stanowi ona jedno z najobficiej
wystepujacych biatek krazacych we krwi. Niniejszy projekt zakfadat badanie struktury tego enzymu
i charakteru zmian konformacyjnych w roztworze oraz poréwnanie otrzymanych danych, ze
zdeponowanymi uprzednio, niepetnymi danymi krystalograficznymi. Prowadzone bowiem w wielu
laboratoriach badania, ktérych celem bylo okreslenie struktury trzeciorzedowej tego enzymu
zakonczyly sie, jak dotad, niepetnym sukcesem, gléwnie z powodu obecnosci w obrebie czasteczki
licznych IDRs. W zwiazku z tym zrozumienie molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw
tworzenia z tego zymogenu trombiny, jak i formowania skrzepu, pozostawato niekompletne. Nasze
prace byly wiec innowacyjne zarébwno pod wzgledem technicznym, jak i koncepcyjnym.
Innowacyjnos¢ techniczna wynikata z umiejetnego potacznia réznych dziedzin badawczych, w tym
inzynierii biafek, krystalografii rentgenowskiej i spektroskopii pojedynczych czasteczek, co
pozwolito wypetni¢ te luke. Innowacyjnos¢ koncepcyjna polegata natomiast na zaproponowaniu, a
nastepnie na szczegotowej weryfikacji nowego mechanizmu dziatania tego enzymu, kibry
porzadkowat, integrowat i legitymizowal wyniki zebrane podczas dekady obserwadji

biochemicznych protrombiny.

b) Struktura protrombiny w roztworze analizowana przy pomocy spektroskopii pojedynczych
czasteczek
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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.

Cecha charakterystyczng struktury protrombiny jest jej domenowa budowa, ktéra obejmuje
zlokalizowana na koficu aminowym czasteczki domene Gla (reszty aminokwasowe 1-46), domeny
Jkringle-1" (65-143) i ,kringle-2” (170-248) oraz obecna na koricu karboksylowym domene
odpowiadajacg za aktywnos¢ proteolityczng (285-579), wszystkie potaczone trzema facznikami o
duzym stopniu elastycznosci (86). Taka plastyczno$¢ czasteczki protrombiny ma swoje znaczenie
fizjologiczne, nie jest jednak mozliwa do zaobserwowania w strukturach krystalicznych biatka. W
pracy H7 wykorzystano wiec technike rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia
elektronowego na poziomie pojedynczych czastek (PIE smFRET) aby uzyskaé informacje o
konformacji czasteczki protrombiny w roztworze, mogace dodatkowo poszerzyé wczedniejsze
analizy krystalograficzne. Ja dotaczytam do projektu w momencie, gdy technike ta prowadzano do
laboratorium, a przed stazem, na zaproszenie prof. E. Di Cery, uczestniczylam w tygodniowym
szkoleniu organizowanym przez firme dostarczajaca mikroskop konfokalny do pomiaréw na
poziomie pojedynczych czastek i oprogramowanie. W pracy H7 pokazalismy (87), ze protrombina
w roztworze istnieje w rbwnowadze miedzy dwoma alternatywnymi konformacjami: ,otwartg” i
~zamknigty”. Zauwazyliémy, Zze konformacja zamknieta przewaza (70%) i charakteryzuje sie
nieoczekiwanym intramolekularnym zapadaniem sie reszty Tyr93, zlokalizowanej w domenie
»kringle-1" w kierunku reszty Trp547, zlokalizowanej w domenie proteazowej, co uniemozliwia
dostep do miejsca aktywnego i chroni zymogen przed autoproteolityczng konwersjg do trombiny.
Konformacje otwarta (30%) natomiast z powodzeniem mozna przyblizy¢ za pomoca struktury
mutanta delecyjnego protrombiny A154-167, w ktérym facznik-2 (faczacy domeny ,kringle-17 i
»kringle-2") zostat skrécony. Okazafa sie ona by¢ bardziej podatna na trawienie chymotrypsyna
oraz autoaktywacje i charakteryzowata sie struktura zblizong do tej, opisywanej wczesniejszymi
danymi krystalograficznymi. Wyciagniecie takich wnioskéw byto mozliwe dzieki potaczeniu analiz
krystalograficznych (przeprowadzonymi przez zespét prof. Di Cery) z badaniami smFRET
przeprowadzonymi (przeze mnie) dla przygotowanych ré6znych mutowanych form protrombiny w
roztworze. W pracy znalazly si¢ analizy wykonane na czterech zaprojektowanych i

przygotowywanych przeze mnie technikami inzynierii genetycznej, podwéjnych mutantach
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protrombiny, w ktérych reszte seryny zastapiono reszta cysteiny: 34/101 (Gla/, kringle-1"), 210/478
(,kringle-2”/domena proteazowa), 101/478 (,kringle-1"/domena proteazowa) oraz 120/478
(,kringle-1”/domena proteazowa) oraz dwdéch mutantéw potréjnych (120/478/Tyr93Ala oraz
120/478/Trp547Ala). Biatka ekspresjonowatam w systemie ssaczym (linia komérkowa nerki
chomika BHK-21, Baby Hamster Kidney fibroblasts), oczyszczalam a nastgpnie znakowatam
sondami fluorescencyjnymi, para akceptor-donor. Eksperymenty limitowanej proteolizy (réwniez
wykonywane przeze mnie) wykazaly przylaczenie sond w oczekiwanych pozycjach w kazdej z
domen. Wszystkie biatka byly nastgpnie poddane przeze mnie pomiarom smFRET. Badania
przeprowadzalam w nieobecnosci i obecnosci réznych ligandéw (tu argatroban i hirudyna, bedace,
odpowiednio syntetycznym i naturalnym inhibitorem trombiny, w obu przypadkach stosowanymi
jako leki przeciwzakrzepowe). Dane analizowatam wspélinie z dr. Nicola Pozzim. Co istotne, analizy
smFRET przeprowadzone w obecnosci argatrobanu dostarczyty nowych, bezposrednich dowodéw
na to, ze protrombina dziafa zgodnie z mechanizmem selekcji konformacyjnej (88). Sposréd dwaoch
istniejacych w réwnowadze stanéw konformacyjnych protrombiny, tylko jeden charakteryzuje sig
otwartym miejscem aktywnym, zdolnym do wiazania czasteczki ligandu. Ponadto wigzanie sie
argatrobanu z konformacja ,otwarta” zymogenu nie zmieniato wiasciwosci tej konformacji. W
alternatywnym mechanizmie indukowanego dopasowania, wiazanie ligandéw powodowatoby
powstanie nowych, nieistniejacych w nieobecnosci ligandu stanéw konformacyjnych (89). Taki
scenariusz nie znajduje jednak poparcia w danych zebranych podczas pomiaréw smFRET
wykonanych po wiazaniu argatrobanu z czasteczka protrombiny (87). Otwartym pytaniem
pozostawato natomiast, czy obie formy strukturalne, tj. ,zamknieta” i ,otwarta”, odgrywaja role w

aktywacji protrombiny przez kompleks protrombinazy.

Nowa technika badawcza jaka byt smFRET, okazata si¢ bardzo pomocna w analizie
strukturalnej protrombiny w roztworze. Pomyslatam wéwczas, ze moglaby zosta¢ roéwniez z
powodzeniem wykorzystana w analizie strukturalnej mezotrombiny, ktéra jest posrednim (ale
kluczowym) produktem w procesie przeksztatcania protrombiny w trombine. W ramach tego
projektu przygotowywatam wiec nie tylko mutanty protrombiny, ale i mezotrombiny. Moje badania
mialy na celu wyjasnienie subtelnych réznic w strukturze protrombiny w roztworze oraz
poréwnanie ich z wladciwosciami mezotrombiny. Biatka, podobnie jak poprzednio,
ekspresjonowatam w systemie ssaczym BHK, oczyszczalam, znakowatam znacznikami
fluorescencyjnymi oraz wykonywatam pomiary smFRET wraz z ich analizg. Uzyskane wyniki zostaty

wlaczone do kolejnej z dwoéch przedstawionych tu prac, pracy HB8, stanowiacej analize,
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niescharakteryzowanej wczeéniej konformacji ,zamknietej” czasteczki protrombiny, ktéra jest
forma dominujaca w roztworze w warunkach fizjologicznych. W publikacji tej technikami
krystalografii rentgenowskiej oraz smFRET scharakteryzowaliémy budowe mutanta protrombiny
»zablokowanego” w konformacji ,zamknietej”, dla ktérego domena ,kringle-1” zostata dzieki
wprowadzonym przy pomocy technik mutagenezy ukierunkowanej resztom cysteiny, potaczona z
domeng proteazowa za pomoca dodatkowego mostka disiarczkowego. W pracy przedstawiona
zostata struktura krystaliczna niskiej rozdzielczosci tego mutanta (otrzymana przez zespét prof. Di
Cery), kt6ra wraz z danymi pomiaréw smFRET (przeprowadzanymi przez mnie) pokazata w jaki
sposob wewnatrzczasteczkowe zapadanie sie domeny ,kringle-1” na domene proteazowa
stabilizuje konformacje ,zamknieta” protrombiny. Poréwnawcze badania funkcjonalne mutanta
stabilizujacego  konformacje ,zamknigty”, z otrzymanymi uprzednio danymi dotyczacymi
mutant6w stabilizujgcych forme ,otwarty” protrombiny ujawnity szczegdly molekularne dotyczace
procesu aktywacji protrombiny: forma ,zamknigta” promuje hydrolize w miejscu Arg320
prowadzac do powstania mezotrombiny, a forma ,otwarta” promuje hydrolize w miejscu Arg271,
skutkujace powstaniem pretrombiny-2 (90). To funkcjonalne rozréznienie dotyczyto takze dalszej
aktywacji mezotrombiny, kiéra wystepuje w roztworze gléwnie w konformacji ,otwartej” i moze
by¢ procesowana tylko w pozycji Arg271. W pracy doszlismy wigc do wniosku, ze protrombina
wigze sie z protrombinaza bedac w konformacji ,zamknietej”, a po hydrolizie przy Arg320
przechodzi w mezotrombine, przyjmujac konformacje ,otwartg”. Ta z kolei jest nastepnie

hydrolizowana w pozycji Arg271, co prowadzi do powstania dojrzatego enzymu — trombiny (90).

4.2.3. Dodatkowe aktywnosci badawcze: Wykorzystanie ultrawirowania analitycznego w analizie
strukturalnej biatek o potencjalnym znaczeniu fizjologicznym

Ponizej przedstawitam, w skrécie, opis pozostatych aktywnosci badawczych, ktére byty
przeze mnie realizowane w ramach uczestnictwa w innych, zakoficzonych juz projektach. W
Katedrze  Biochemii i Biologii Molekularnej Politechniki ~ Wroclawskiej — poczatkowo
wspbtprowadzitam, a obecnie prowadze pracownie ultrawirowania analitycznego (AUC, analytical
ultracentrifugation). Od kilku lat wykonuje tam badania wtasciwosci hydrodynamicznych (takich jak
masa czasteczkowa, promiefi hydrodynamiczny i konformacja) biafek i krétkich peptydéw na
podstawie danych uzyskanych z analizy AUC. Technika ta jest szczegélnie przydatna do badania
biatek funkcjonujacych w roztworze w réznych stanach oligomerycznych, ale takze do analizy

komplekséw biatkowych oraz interakcji biatek z innymi czasteczkami. Umozliwia ona nie tylko
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okreglenie masy czasteczkowej biafek i ich oligomeréw, ale réwniez, m.in.: dostarcza informagji na
temat ksztattu, objetosci i rozmiaru tych czasteczek. Prowadzone w ten sposéb analizy pozwalajg

na lepsze zrozumienie zaréwno struktury, jak i funkcji analizowanych makromolekut.

Wykaz publikacji reprezentujacych dodatkowe aktywnosci badawcze

$1: Kolonko, M., Bystranowska, D., Taube, M., Kozak, M., Bostock, M., Popowicz, G., Ozyhar, A.,
Greb-Markiewicz, B. The intrinsically disordered region of GCE protein adopts a more fixed
structure by interacting with the LBD of the nuclear receptor FTZ-F1, (2020) Cell Communication
and Signaling, 18(1), 180.

$2: Wieczorek, E., Kedracka-Krok, S., Bystranowska, D., Ptak, M., Wiak, K., Wygralak, Z.,
Jankowska, U., Ozyhar, A. Destabilisation of the structure of transthyretin is driven by Ca?t, (2021)
International Journal of Biological Macromolecules, 166, pp. 409—423.

$3: Szefczyk, M., Szulc, N., Gasior-Glogowska, M., Bystranowska, D., Zak, A., Sikora, A., Polanska,
O., Ozyhar, A., Berlicki, t. The application of the hierarchical approach for the construction of
foldameric peptide self-assembled nanostructures, (2023) Soft Matter, 19(21), pp. 3828-3840.

$4: Construction of coiled-coil-based nanocarriers with a cyclic B-amino acid at the key interaction
site — praca na etapie recenzji.

S5: Balandin, D., Szulc, N., Bystranowska, D., Gasior-Glogowska, 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.

Wspétautorstwo w pracy 1 jest wynikiem wspotpracy z dr inz. Martg Kolonko-Adamska.
Badania zawarte w tej publikacji dotyczg analizy strukturalnej biatka GCE (Germ cell-expressed z
Drosophila melanogaster, ktére jest uznawane za receptor hormonu juwenilnego u owadéw,
zapobiegajacy ich przedwczesnemu przeobrazeniu. Praca jest powigcona fragmentowi kofica
karboksylowego biatka, tzw. GCEC, ktére, jak w niej pokazano, posiadato cechy IDR i wykazywato
zdolnos¢ do oddzialywania z receptorem jadrowym FTZ-F1 (Fushi Tarazu factor-7). Przedstawione
badania przyczyniaja sie do lepszego zrozumienia molekularnych podstaw funkcjonowania GCEC.
Wykonywane przeze mnie do pracy analizy AUC pozwolity na eksperymentalne wyznaczenie masy
czasteczkowej GCEC, kt6ra okazata sie réwna teoretycznej masie czasteczkowej obliczonej na
podstawie sekwencji aminokwasowej (91). Pokazano takze, ze GCEC jest w roztworze biatkiem
monomerycznym i wykluczono jego agregacje, mino iz dane uzyskane innymi technikami
badawczymi sugerowaly uprzednio mozliwo$¢ istnienia biatka w formie oligomerycznej. Ksztalt
czasteczki scharakteryzowano jako wydtuzony, o duzym stopniu asymetrii. Potwierdzono wigc

przynaleznos¢ biatka do grupy biatek w duzym stopniu nieustrukturyzowanych.
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Praca 52 jest wynikiem wspétpracy z dr hab. inz. Elzbietg Wieczorek. Porusza ona kwestie
wplywu wysokich stezeri jonéw Ca’* i Mg™* (w nieobecnosci i obecnosci innych czynnikéw) na
strukture ludzkiej transtyretyny. Transtyretyna jest biatkiem, ktére w warunkach fizjologicznych
odpowiada za transport witaminy A i hormonéw tarczycy we krwi, w patologicznej natomiast
(wynikajacej z nieprawidfowej struktury biatka lub mutacji jego genu) — jest biatkiem skfadowym
amyloidu. Wykorzystujac technike SV-AUC pokazatam, ze pod wplywem milimolarnych (.
wyzszych niz fizjologiczne) stezeri Ca™* lub Mg?*, zachodzita niewielka zmiana promienia Stokes’a
czgsteczki transtyretyny. Dodatkowo, w prébce biatka, ktéra byta analizowana w obecnosci skrajnie
wysokiego stezenia Ca®*, zaobserwowano bardzo malg subpopulacje czasteczek transtyretyny,
ktére sedymentowaly jak ponad 134-kDa, wysokoczasteczkowy oligomer (masa czasteczkowa
tetrameru transtyretyny, obserwowanego w warunkach fizjologicznych wynosi ok. 55 kDa) (92).
Nienatywne stany konformacyjne czasteczki transtyretyny s natomiast wiazane z jej
whasciwosciami  amyloidogennymi. Proces przejécia transtyretyny ze stanu natywnego do
nienatywnego, ktory jak sie okazato w toku dalszych badar (93), w warunkach in vitro przebiegat
(w obecnosci nie tylko Ca®*, ale réwniez ditiotreitolu, czy reaktywnych form tlenu) whasnie poprzez

destabilizacje niewielkich porcji (subpopulacji) czasteczek tego biatka.

Najnowszym projektem, do ktérego zostatam zaproszona, jest projekt dr Moniki Szefczyk,
ktora zajmuje sig tworzeniem specjalnych nanostruktur opartych na foldamerach peptydowych,
badajac ich mozliwe zastosowanie jako nosnikéw lekéw. Sa to oligomery peptydowe, ktére
wykazuja zdolnos¢ do samoorganizacji w precyzyjne nanostruktury — w zaleznosci od warunkéw
srodowiska, funkcjonuja wiec w odrebnych stanach konformacyjnych. Ich cecha charakterystyczng
jest obecnos¢ nienaturalnych aminokwaséw, zwigkszajacych, m.in.: odpornos¢ na degradacje
proteolityczng. W pracy $3 pokazaliémy, ze hierarchiczne podejicie w procesie konstruowania
nanofibryli opartych na foldamerach peptydéw typu o,B jest racjonalnag metoda projektowania
nowych samoorganizujacych sie nanomaterialéw opartych wiasnie na peptydach. Peptydy, ktére
badatam charakteryzowaly sie strukturg typu ,coiled-coil” i tworzyly dwuniciowe superhelisy
sktadajace si¢ z powtarzajacych sie fragmentow helisy o. Analizowane byly parami: w wersji
niezmodyfikowanej oraz modyfikowanej poprzez dofaczenie reszty trans- ACPC (kwas trans-(15,2.5)-
2-aminocyklopentanokarboksylowy), czesto uzywanej w badaniach strukturalnych i inzynierii
biatek jako analog naturalnych aminokwaséw, takich jak alanina. Rola fransACPC w
biatkach/peptydach typu ‘coiled-coil' polega na zwiekszeniu stabilnoici a-helisy poprzez

wprowadzenie modyfikacji chemicznej w taincuchu gtéwnym biatka. Dzieki temu modyfikacja ta
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moze prowadzi¢ do zwiekszenia termodynamicznej stabilnosci dimeréw "coiled-coil’, co jest
korzystne w przypadku projektowania nowych biatek lub modyfikowania istniejacych struktur
biatkowych. Eksperymenty SV-AUC ujawnily (94), ze wszystkie analizowane peptydy wystepuja w
roztworze jako raczej wydtuzone czasteczki i wykazuja tendencje do oligomeryzacji, ktérej
charakter zalezy jednak od sekwencji peptydu. Dominujacym stanem oligomerycznym okazat sie
by¢ jednak dimer. Wprowadzenie reszty trans-ACPC nie tylko wplywato na stan oligomeryczny
zaprojektowanych peptydéw, ale takze ich ksztaft. Z analiz pozostatych wspétautoréw wynikato
natomiast, ze moglo to dodatkowo poprawi¢ stabilnos¢ konformacyjng peptydu w warunkach
zmieniajacego sie pH, temperatury lub w obecnoici proteaz. Badania nad wplywem reszty trans-
ACPC byly nastepnie kontynuowane w pracy S4, na zestawie peptydéw, dla ktérych reszta frans-
ACPC zostata wprowadzona w pozycje odpowiedzialng za kluczowe interakcje hydrofobowe (tzw.
»a site" w siedmioaminokwasowym powtérzeniu). Byly do peptydy, ktérych sekwencje zostaty
zaczerpniete z bazy PDB, a wiec o znanej strukturze czwartorzedowej oraz ich modyfikowane przy
pomocy trans-ACPC wersje. Na podstawie analizy SV-AUC (S84) zauwazyliSmy znaczne réznice w
stanach oligomerycznym badanych peptydéw, réwniez w poréwnaniu do modeli zdeponowanych
w PDB. Tylko w jednym przypadku, wprowadzenie modyfikacji w postaci trans-ACPC nie wplyneto
na strukture peptydu. W pozostatych prowadzito do formowania sie dodatkowych populacji
czasteczek  skladajacych  sie  albo z  wysokoczasteczkowych — oligomeréw, albo  z
oddzysocjowywanych pojedynczych helis. W kolejnym etapie prac obserwowatam takze réznice w
zdolnosci wiazania ligandu (DPH, 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien) przez poszczegélne struktury.
Zgodnie z oczekiwaniami, wyzszy stan oligomeryczny utatwiat wiazanie czasteczki ligandu w kanale
foldameru. Ponadto, wykazano, ze nanostruktury zawierajace reszte trans-ACPC charakteryzujg sie
wickszg elastycznoscig konformacyjna. Czasteczka DPH wigzafa sie natomiast preferencje ze
strukturami heksamerycznymi, nawet do tego stopnia, iz powodowata ,wypychanie” pojedynczej
helisy z uktadéw heptamerowych. W ostatniej pracy z tej serii, S5, wplyw reszty trans-ACPC byt
testowany na tworzenie widkien/fibryli przez dimeryczne peptydy typu ,coiled-coil” o tzw. ,lepkich
koAcach”. Dla tych peptydéw nie obserwowalam jednak zadnych réznic w parametrach
hydrodynamicznych. Analizy z uzyciem transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM,
transmission electron microscope) ujawnily jednak ostatecznie, ze reszta frans-ACPC wzmacnia
zdolno$¢ analizowanych peptydéw do samoorganizacji prowadzac do powstania bardziej

uporzadkowanych i regularnych sieci wiékien (95).
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4.3.4. Plany naukowe na przyszlo$é

Rozpoczynajac opisany powyzej (punkt 4.2.1) projekt badawczy zmierzatam do wykonania
szczegOlowej analizy zwigzku miedzy strukturg Nuch2, a jej funkcja. W efekcie jego realizacji
pokazano, iz czasteczka Nucb2 skiada si¢ z dwoch czesci: pierwszej (obejmujace] nesfatyne-1 i
nesfatyne-2, tj. reszty aminokwasowe 1-163), podobnej strukturalnie do mozaiki, w ktorej
nieuporzadkowane i uporzadkowane rejony przeplataja sie z soba, i drugiej (nesfatyny-3; reszty
aminokwasowe 166-396), nieuporzadkowanej. Dowiedziono takze, e obecnoéé Ca?* indukuje
tworzenie mozaikowatej struktury takze w obrebie tej nieustrukturyzowanej czesci czasteczki
Nucb2, a takze, Ze wplywa na ogéiny ksztalt czasteczki nukleobindyny-2. W kolejnym kroku
podjetam si¢ badania wplyw innych ligandéw, jak Mg”*, czy Zn?*, pokazujac ograniczony wplyw
wigzania Mg**, ale znaczacy — Zn”*. Reasumujac, wyniki uzyskane podczas realizacji projektu,
pozwolity na zbudowanie modelu, kt6ry zakfada umowny podziat czasteczki Nucb2 na dwie czeéci:
wrazliwa na obecnos¢ Zn** czes¢ obejmujaca nesfatyne-1 i nesfatyne-2 (reszty ok. 1-200) oraz
wrazliwa na obecnos¢ Ca® cze$¢ obejmujaca nesfatyne-3 (reszty ok. 200—400). Wyniki te sa
pierwszymi opisujacymi molekularng charakterystyke tego waznego biatka. Celem doktadniejszej
analizy zbadano réwniez budowe poszczegblnych, izolowanych nesfatyn. Wyniki tych badan
pokazuja, ze wszystkie izolowane nesfatyny posiadaja unikalne wilasciwoéci strukturalne i

funkcjonalne, ktérych nie obserwowano dla odpowiadajacych im rejonéw prekursorowej Nucb2.

W kolejnym kroku chciatabym zaja¢ sie poznaniem roli jaka wigzanie jonéw metali przez
nukleobindyne-2/nesfatyny odgrywa w fizjologicznych i patologicznych procesach organizmu. Z
uwagi na fakt, iz Nucb2 jest biatkiem wiazacym Ca’*, przypuszczam, ze bierze ona udzial w
procesach biomineralizacji prowadzacych do utwardzenia lub usztywnienia zmineralizowanych
materialéw. Natomiast ze wzgledu na zdolno$¢ do oddzialywania z DNA wydaje sie
prawdopodobne, Ze biatko to moze odgrywaé istotna role w procesie Zwanym spontaniczng
separacja faz ciecz—ciecz. Biomineralizacja jest szeroko rozpowszechnionym procesem
prowadzacym do powstawania w organizmach, nieorganicznych biomineratéw, (m.in. tworzenia
krzemianéw w algach i okrzemkach, weglanéw u bezkregowcéw oraz fosforanéw i weglanéw
wapnia w tkankach twardych kregowcéw). Proces separacji faz ciecz—ciecz prowadzi z kolei do
powstania tzw. bezbtonowych organelli biatkowych, kiérych poprawne funkcjonowanie jest
niezbedne dla komérki, i ktérych dysfunkcja jest zwiazana z réznymi stanami patologicznymi

organizmu, w tym zaburzeniami zwiazanymi z wiekiem.
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Chociaz w literaturze brak jest bezpo$rednich dowodéw ani na zaangazowanie Nucb2 i/lub
nesfatyn w separacje faz ciecz—ciecz, ani na udzial tych biatek w procesie biomineralizacji
krysztatow weglanu wapnia, dane uzyskane przez mnie we wstepnych badaniach (Rys. 8) sugeruja,
ze zaréwno Nucb2 jak i odpowiednie nesfatyny moga by¢ zaangazowane w obu tych procesach.

W kolejnych badaniach postaram si¢ zweryfikowa¢ te hipotezy.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa realizowang w
wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytudji kultury, w szczeg6Inosci
zagraniczne;j.

5.1. Wspétpraca naukowa z krajowymi i zagranicznymi o§rodkami badawczymi

Jeszcze w trakcie trwania studiéw doktoranckich (w 2012 roku) zostatam zatrudniona w
charakterze asystenta w Politechnice Wroctawskiej. Od lipca 2014 r. do kotica 2015 r. odbytam
staz podoktorski na Wydziale Medycznym Uniwersytetu Saint Louis (Saint Louis University School
of Medicine, St. Louis, Missouri), ktéry jest czescig Saint Louis University (SLU) i jest jedna z
najstarszych szkét medycznych na terenie Stanéw Zjednoczonych, siegajaca swoimi korzeniami lat
40. XIX wieku. Dotgczytam do laboratorium prof. Enrico di Cery (ponad 10000 cytowar, indeks h
55). Profesor E. Di Cera to ceniony naukowiec specjalizujacy sie w dziedzinie biochemii i biologii
molekularnej. Jego badania koncentrujg sie gtéwnie na strukturze i funkgji biatek, ze szczegélnym
uwzglednieniem enzyméw proteolitycznych i czynnikéw krzepniecia krwi. Obecnie, gléwnym
tematem badai jego oraz jego zespolu sa zagadnienia tyczace struktury i funkcji proteaz
serynowych, zwtaszcza ich specyficznosci substratowej i allosterycznej regulacji. Zaktad koncentruje
si¢ na badaniu trombiny oraz jej zymogenu — protrombiny. Badania te sg nie tylko interesujace z
punktu widzenia nauk podstawowych, ale réwniez wazne z punktu widzenia projektowania
wyspecjalizowanych enzymoéw wykorzystywanych w przemysle przy projektowaniu zaréwno lekéw
przeciwzakrzepowych, jak i w przypadku $rodkéw stosowanych w czasie niedoboru czynnikéw
indukujgcych proces krzepniecia krwi. Zespét prof. E. Di Cery od lat wykorzystuje w swojej
dziatalnosci naukowej krystalografie i analize rentgenowska krysztatléw biatek a od niedawna takze
kriomikroskopig elektronowa (cryo-EM). W momencie rozpoczynania przeze mnie stazu, z uwagi
na obecnos¢ w czasteczce protrombiny rejonéw inherentnie nieuporzadkowanych, zadnemu z
zespotéw badawczych nie udato si¢ rozwiazac struktury krystalicznej biatka petnej dtugosci.
Niewiele wiadomo byto réwniez na temat budowy czy whasciwosci hydrodynamicznych tych biafek
w roztworze. Doldadniejszy opis projektu realizowanego w ramach stazu podoktorskiego
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przedstawiono w Zataczniku 4A. Wyniki uzyskane w ramach stazu zostaly zebrane i opublikowane

w dwéch pracach H7, H8.

Poza wsp6tpraca w ramach stazu podoktorskiego nawiazatam réwniez wspdtprace z

uznanymi o$rodkami naukowymi, w Polsce. Nalezg do nich m.in.:

e Zesp6t Inzynierii Peptydéw Wydziafu Chemicznego, Uniwersytet Wroctawski (Wroctaw) —
Wspétpraca z dr. Markiem Cebratem dotyczylfa znakowania znacznikami jonizacyjnymi
homologéw biatka Nucb2 oraz biatka kapsydowego z wirusa Zika (C protein). Wsp6ipraca

zostafa rozpoczeta w 2017 roku;

¢ Instytut Paleobiologii Polska Akademia Nauk (Warszawa) — Wspotpraca z prof. Jarostawem
Stolarskim dotyczyta zbadania zdolnosci biomineralizacyjnej Nucbh2. Wspétpraca zostata
rozpoczeta w 2018 roku. Wyniki uzyskane w ramach tej wspéfpracy staly sie podstawa do

zlozenia wnioskéw grantowych Opus22, Opus24, Opus26;

o Srodowiskowa Pracownia Spektrometrii Mas, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska
Akademia Nauk (Warszawa) — Wspétpraca z prof. Michatem Dadlezem dotyczyta analiz
HDX biatka Nucb2 oraz nesfatyny-1. Wspdtpraca zostata rozpoczeta w 2019 roku.
Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w pracach H1, H2 oraz H6;

o Zaklad Chemii Biologicznej, Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski (Wroctaw) —
Wspéltpraca z prof. Arturem Krezelem dotyczyta analiz ITC Nucb2 oraz nesfatyn.
Wspdtpraca zostala rozpoczeta w 2019 roku. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w

pracach H2, H4 oraz H5;

e Zakfad Fizyki Biomedycznej, Wydziat Fizyki, Uniwersytet Adama Mickiewicza (Poznar) —
Wspotpraca z prof. Maciejem Kozakiem dotyczyfa analiz SAXS Nucb2. Wspétpraca zostata

rozpoczeta w 2020 roku. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w pracy H2;

e Katedra Biologii Eksperymentalnej, Uniwersytet Przyrodniczy (Wroclaw) — Wspdlpraca z

prof. Krzysztofem Maryczem dotyczyta badania potencjatu osteogennego biatka Nuch2
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wzgledem mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC) pochodzacych ze szpiku

kostnego owiec. Wsp6lpraca zostata rozpoczeta w 2020 roku;

* Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych, Polska Akademia Nauk (Wroctaw) —
Wspbtpraca z dr hab. Maciejem Ptakiem dotyczyta wykonania analiz FTIR oraz Ramana
Nucb2, nesfatyny-1 oraz nesfatyny-2. Wspoétpraca zostata rozpoczeta w 2020 roku. Wyniki
uzyskane w ramach tej wspéfpracy staly sie podstawg do ztozenia wnioskéw grantowych

Opus22, Opus24, Opus26;

 University of Roehampton (London) — Wspdtpraca z prof. Fulvio D’Acquisto dotyczyla
przeprowadzenia in vitro badaf strukturalnych biatka Immuno-moodulin (Imood).

Wspdtpraca zostata rozpoczeta w 2020 roku.

5.2. Udziat w migdzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

Ponizej przedstawiam liste doniesieri konferencyjnych prezentowanych w formie plakatu.
Najwazniejsze wyniki publikowane pracach stanowiacych pierwsze osiagniecie habilitacyjne

prezentowatam osobiscie na plakatach oznaczonych numerami 7 17.

1. Skorupska, A, Bystranowska, D. (2017) Preparation of recombinant vectors to aid in carrying out
expression and purification of Gallus gallus Nucleobindin-2 protein. Konferencja ,Ko-oper”,
Szklarska Porgba. Streszczenie opublikowane w Pracy zbiorowej pod redakgja Jarostawa Szreka,
Interdyscyplinarno$¢ badan naukowych 2017, str. 33-37.

2. Tarczewska, A., Koztowska, M., Jakéb, M., Bystranowska, D., Taube, M., Kozak, M. Czarnocki-
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opublikowane przez Wydawnictwo Naukowe TYGIEL Sp. z o.0., str. 103.
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Abstracts.
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Nanophotonics International Conference, Wroctaw, str. 63.
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Streszczenie opublikowane przez Wydawnictwo Naukowe TYGIEL Sp. z o.0., str. 67.
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6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

6.1. Informacje o osiagnigciach dydaktycznych

Pracg dydaktyczng rozpoczgtam w Politechnice Wroctawskiej jeszcze w czasie studiow
doktoranckich. W jej ramach regularnie prowadzitam kursy laboratoryjne z Biochemiii Enzymologii
dla studentéw trzeciego roku Studiéw Stacjonarnych Wydzialu Chemicznego oraz kurs
laboratoryjny /nZynieria Genetyczna w Analityce i Diagnostyce realizowany w ramach (i w czasie
trwania) projektu Wzrost ficzby absolwentéw Politechniki Wroclawskiej na kierunkach o
kluczowym znaczeniu dla gospodarki opartej na wiedzy (UDA-POKL.04.01.02.-00-065/09-01). Od
2017 roku prowadze dodatkowo kurs Biochemia Laboratorium dla studentéw Studiow
Stacjonarnych Wydziatu Podstawowych Probleméw Techniki, a od 2024 roku kurs Biochemia z
elermentami chemij, dla studentéw Wydziatu Medycznego. Od 2016 roku uczestnicze tez w
pracach majacych na celu modernizacje istniejacych zajec¢ laboratoryjnych oraz poszerzenie oferty
edukacyjnej oferowanej studentom zagranicznym poprzez rozszerzenie katalogu kurséw i
przedmiotéw prowadzonych w jezyku angielskim. Od 2024 roku naleze do zespotu zajmujacego
sie utworzeniem nowego laboratorium dydaktycznego do prowadzenia zaje¢ laboratoryjnych dla
studentéw Wydziatu Chemicznego i Wydziatu Medycznego Politechniki Wroctawskiej. Réwniez od
2024 roku prowadze Podstawy Chemii Laboratorium dla studentéw kierunkéw Dietetyka i
Promocja Zdrowia w Uniwersytecie Dolnoslaskim DSW Wroctaw. Obecnie jestem w trakcie
przygotowywania kursu laboratoryjnego Biochemia Kliniczna (dla studentéw Wydziatu
Medycznego) oraz dwugodzinnego wyktadu w ramach kursu Zagadnienia prawne w biotechnologii
(dla studentéw Wydziatu Chemicznego), zatytutowanego: £iyczne i prawne aspekty pobierania i
przechowywania materiafu genetycznego w kryminalistyce w Polsce i na swiecie. Ponadto

opracowatam w:

* 20716: nowe Cwiczenie laboratoryjne wraz z materiatami dydaktycznymi do zaje¢
Biochemia Laboratorium, zatytulowane: Zastosowanie spektroskopii absorpcyjnej i

emisyjnej w badaniach biochemicznych;

Strona 49 z 58



Zatgcznik 3A | DB

2016: nowy kurs laboratoryjny Enzymology wraz z materiatami dydaktycznymi w jezyku

angielskim dla studentéw programu Erasmus;

2017: instrukcje do zajeé laboratoryjnych w ramach projektu ,Letnie projekty genetyki —

2017” zatytulowang: /[zolacja materiatu genetycznego z nabfonka policzka;

2018: materialy dydaktyczne w jezyku angielskim do zaje¢ Genetic engineering in analytics
and diagnostics course, zatytutowane: /solation of the genetic material from the cheek

epithelium;

2019: nowe d¢wiczenie laboratoryjne wraz z materiatami dydaktycznymi do zajec
Nowoczesne metody i narzedzia badawcze w biochemii i biologii molekularnej
prowadzonych w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj
(POWER.03.01.00-00-K088/15), zatytutowane: Badania strukturalne wybranych biatek

metod ultrawirowania analitycznego i dichroizmu kofowego;
2021: dwugodzinny wyktad do kursu Tendencje Rozwoju Biotechnologii, zatytutowany:

Krétka historia o tym, jak papryczka chilli pomogfa w zidentyfikowaniu kluczowych

receptorow.

Sprawowatam nadzér merytoryczny nad badaniami prowadzonymi przez uczestnika Szkoty

Doktorskiej, mgr inz. Anne Skorupska-Stasiak (obrona w 2023 roku) oraz bytam promotorem

pomocniczym w postepowaniu doktorskim mgr. inz. Rafata Lendy (obrona w 2024 roku). Obie

prace doktorskie byly realizowane pod opieka promotorska prof. Andrzeja Ozyhara w ramach

mojego projektu, a ich tematyka byla mojego autorstwa.

Byfam promotorem szeéciu prac magisterskich (realizowanych w latach 2017-2022) oraz

szesnastu prac inzynierskich (realizowanych w latach 2016-2024). Wyniki projektéw magisterskich

wsp6tpracujacych ze mng studentéw zawieraly wstepne dane eksperymentalne i przyczynialy sie

do wytyczenia kierunkéw badawczych realizowanych w ramach gtéwnego projektu badawczego.
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6.2. Informacje o osiagnieciach organizacyjnych

Moje zaangazowanie na rzecz spotecznosci akademickiej nie ogranicza si¢ jedynie do

dziatalnosci badawczo-dydaktycznej. Aktywnie uczestnicze réwniez w pracach organizacyjnych na

rzecz zaréwno Katedry Biochemii, Biologii Molekularnej i Biotechnologii, jak i Wydziatu

Chemicznego. W5r6d nich cheiatabym wymienié:

prowadzenie pracowni ultrawirowania analitycznego;

sprawowanie funkgji organizacyjnej podczas miedzynarodowej konferencji 2nd Congress
Bio (2016);

cztonkostwo w komitecie naukowym podczas miedzynarodowej konferencji Chemistry &
Biotechnology International Conference (ChemBiotiC), Wroctaw 24-25/06/2021 oraz
22-23/06/2023, w tym recenzowanie nadestanych abstraktow:

cztonkostwo w Polskim Towarzystwie Biochemicznym;

cztonkostwo w Polskim Towarzystwie Biofizycznym;

cztonkostwo w Radzie Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej podczas trzech

kadencji: 2016—2020 (tu od 2017 roku), 2020-2024 oraz 2024-2028;

6.3. Informacje o osiaggnieciach popularyzujacych nauke

Od lat chetnie biore udziat w réznorodnych dziataniach i inicjatywach umozliwiajacych

popularyzacje nauki, skierowanych zaréwno do studentéw, jak i uczniéw (liceéw oraz szkét

podstawowych). W szczegélnoici:

przygotowywatam i bralam udziat w pokazach chemicznych dla uczniéw szkét
podstawowych i licedw realizowanych w ramach Dolnoglaskiego Festiwalu Nauki;
przygotowywatam pokazy eksperymentalne dia dzieci w ramach Nocy Politechniki;

razem z doktorantami opublikowatam artykut naukowy w krajowym czasopiémie,

przyblizajacy role nukleobindyny-2 w karcynogenezie.

7. Dodatkowe informacje dotyczace kariery zawodowej

Moja praca naukowa i dydaktyczna byly nagradzane w nastepujacej formie:

Nagroda w programie PRIMUS za znaczaca aktywnosé naukowa za prace z 2020 roku;
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Nagroda w programie PRIMUS dla najwyzej punktowanych publikacji w uczelni za praceg z
2022 roku;

Nagrody Rektora Politechniki Wroctawskiej za wyrézniajgcy wkiad w rozwéj uczelni w
2023 roku;

Brazowy Medal za Dlugoletnia Stuzbe przyznany w 2020 roku;
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