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1.

Imie i nazwisko

Monika Stominska-Wojewodzka

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

16.05.2003 stopien doktora nauk biologicznych w dziedzinie biologii

Wydziat Biologii, Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego (obecnie
Wydzial Biologii)

Promotor: Prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Rola biatka SeqA w regulacji replikacji, transkrypcji i
rozwoju bakteriofaga A

Praca doktorska zostata wyr6zniona nagrodg Prezesa Rady Ministrow w 2004 roku

25.06.1998  tytul magistra biotechnologii

Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Akademii
Medycznej w Gdansku (obecnie Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego)

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

1.10.2003 do chwili obecnej - adiunkt w Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego

18.02.2013 - 16.02.2014 - urlop macierzynski i rodzicielski

14.06.2007 - 13.10.2007 - urlop macierzynski

1.11.2003 - 30.11.2005 -

1.10.1998 - 16.05.2003 -

1.01.2002 - 31.06.2002 -

1.06.2000 - 31.08.2000 -

1.10.1998 - 30.09.1999 -

staz podoktorski w laboratorium Prof. Kirsten Sandvig, Department of
Biochemistry, Institute for Cancer Research, The Norwegian Radium
Hospital, Oslo, Norwegia. Stypendystka Europejskiej Fundaciji
Biologii Molekularnej EMBO (EMBO long-term fellowship)

stuchaczka Srodowiskowego Studium Doktoranckiego przy Wydziale
Biologii, Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego

staz naukowy w laboratorium Prof. Kirsten Skarstad, Department of Cell
Biology, Institute for Cancer Research, The Norwegian Radium Hospital,
Oslo, Norwegia oraz w laboratorium Prof. Andersa Lebner-Olesena,
Department of Microbiology, Technical University of Denmark, Lyngby,
Dania. Stypendystka Europejskiej Fundacji Naukowej (ESF
fellowship)

staz naukowy w laboratorium Prof. Kirsten Skarstad, Department of Cell
Biology, Institute for Cancer Research, The Norwegian Radium Hospital,
Oslo, Norwegia. Stypendystka Europejskiej Fundacji Biologii
Molekularnej (EMBO short-term fellowship)

asystent w Katedrze Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego
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4. 'Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

A) Tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

Osiagniecie naukowe przedlozone do oceny stanowi monotematyczny cykl czterech oryginalnych
publikacji naukowych oraz jednej pracy przegladowej pod tytulem:

»Specyficznos$¢ substratowa bialek opiekunczych retikulum endoplazmatycznego EDEM1

i EDEM2 oraz ich rola w transporcie wewnatrzkomérkowym rycyny”.

B) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),

1. Stominska-Wojewédzka M.* Gregers T.G.,* Wilchli S., Sandvig K. (2006). EDEM is
involved in retrotranslocation of ricin from the endoplasmic reticulum to the cytosol. Mol. Biol.
Cell, 17: 1664-1675.
*autorzy réwnorze;dni, (|F20051 6,56; pkt MNiSW2014 = 30)

2. Sokotowska 1., Wilchli S, Wegrzyn G., Sandvig K., Slominska-Wojewédzka M.* (2011). A
single point mutation in ricin A-chain increases toxin degradation and abrogates EDEM1-
dependent ER retrotranslocation. Biochem. J., 436: 371-385.

*autor korespondujacy, (IF2011 = 4,89; pkt. MNiSW2014 = 35)

3. Stominska-Wojewodzka M.,* Sandvig K. (2013). Ricin and ricin-containing immunotoxins:
insights into intracellular transport and mechanism of action in vitro. Antibodies, 2: 236-269.
*autor korespondujacy, (IF2013 = bez IF, pkt. MNiSW2014 = bez punktow)

4, Stominska-Wojewédzka M., * Pawlik A., Sokotowska I., Antoniewicz J., Wegrzyn G.,
Sandvig K. (2014). EDEM2 compared with EDEML in ricin transport from the endoplasmic
reticulum to the cytosol. Biochem. J., 457: 485-496.

*autor korespondujacy, (IF2014 = 4,77, pkt. MNiSW2014 = 35)

5. Sokotowska 1., Pitka E.S., Sandvig K., Wegrzyn G., Slominska-Wojewodzka M.* (2015).
Hydrophobicity of protein determinants influences the recognition of substrates by EDEM1 and
EDEMZ2 in human cells. BMC Cell Biology, DOI 10.1186/s12860-015-0047-7.

*autor korespondujacy, (IFz014 = 2,84, pkt. MNiSW3014 = 25)

Sumaryczny IF = 19,06. Liczba cytowan tych prac to 62, w tym 60 bez autocytowan (dane wg.
bazy Web of Science).

C) Oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Celem naukowym prac wchodzacych w sktad osiggni¢cia naukowego byto poznanie doktadnych
mechanizméw transportu wewnatrzkomorkowego rycyny, w tym podjednostki A tej toksyny z
retikulum endoplazmatycznego (ER) do cytozolu, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli retikularnych
biatek opiekunczych EDEM1 i EDEM2. Istotna rowniez byta charakterystyka sposobow rozpoznawania
substratow biatkowych przez glikoproteiny z rodziny EDEM.
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Rycyna to toksyna pochodzenia roslinnego izolowana z nasion racznika pospolitego (Ricinus
communis). Sktada si¢ ona z dwoch tancuchow polipeptydowych A i B, potaczonych mostkiem
dwusiarczkowym i tworzacych tzw. holotoksyne. Enzymatycznie aktywny tancuch A (RTA) odpowiada
za blokowanie syntezy bialek; tancuch B (RTB), o wtasciwosciach lektyny, wiaze si¢ do komdorkowych
receptoréw powierzchniowych zawierajacych terminalng B-1,4-galaktoze. Po zwigzaniu z powierzchnig
komorki toksyna ulega endocytozie i jest kierowana do weczesnych endosomow. Stad wiekszos$¢ rycyny
jest transportowana z powrotem na powierzchni¢ komorki lub dostarczana do pdznych endosomow, a
nastgpnie do lizosomow, gdzie ulega proteolitycznej degradacji. Okoto 5% rycyny, ktora ulegla
endocytozie jest jednak transportowane do aparatu Golgiego, a nastgpnie do retikulum
endoplazmatycznego (ER). W ER toksyna ulega redukcji, a enzymatycznie aktywna podjednostka A
jest transportowana do cytozolu. Podjednostka A rycyny jest N-glikozydaza RNA nalezaca do duzej
rodziny bialek RIP (ang. ribosome-inactivating proteins), ktore hamuja dziatanie eukariotycznych
rybosomoéw, a tym samym syntezg biatek. Jej dziatanie polega na usuwaniu specyficznej reszty adeniny
z ewolucyjnie konserwowanego regionu 28S RNA duzej podjednostki rybosomalnej. Rejon ten tworzy
charakterystyczng petle, stanowigcg integralng cz¢$¢ sekwencji rozpoznawanej przez kompleks
czynnikow translacyjnych eEF-1/EF-Tu i eEF-2/EF-G. Depurynacja RNA uniemozliwia wigzanie
wspomnianych czynnikéw elongacyjnych, a rybosomy zawierajace zmodyfikowany 28S RNA nie moga
uczestniczy¢ w procesie syntezy biatek. Dziatanie podjednostki A rycyny jest bardzo efektywne, w
ciggu minuty moze ona inaktywowac nawet dwa tysigce rybosoméw. Dawka $miertelna dla czlowieka
wynosi zaledwie 3 ug na 1 kg wagi ciata. Szybko$¢ dziatania rycyny, jej wysoka stabilnos¢, tatwa
produkcja oraz relatywnie wysoka dostepnos¢ czynig ja jedna z najbardziej niebezpiecznych wsrod
istniejgcych toksyn (poziom B zagrozenia, wg. Centrum Zwalczania i Zapobiegania Chorobom, agencji
rzadu federalnego Stanow Zjednoczonych). Z drugiej strony, toksyna ta stanowi $wietny obiekt badan
biologii komorki oraz biochemii biatek. Poznanie doktadnych mechanizmow transportu rycyny w
komorce jest niezwykle istotne z punktu widzenia wykorzystania jej w terapii anty-nowotworowej, w
tym konstrukcji nowoczesnych immunotoksyn. Istotne jest rowniez opracowanie skutecznej metody
inaktywacji rycyny, ktora dostala si¢ do organizmu cztowieka. Nabiera to szczegélnego znaczenia w
dzisiejszych czasach, kiedy wzrasta zainteresowanie produkcja i wykorzystaniem broni biologiczne;.

Szorstkie retikulum endoplazmatyczne jest wysoce wyspecjalizowanym organellum komorki
eukariotycznej odpowiedzialnym za synteze i prawidlowe fatdowanie biatek lizosomalnych,
blonowych, a takze wydzielanych na zewnatrz komoérki. Okre$lone modyfikacje ko-translacyjne i post-
translacyjne bialek, takie jak formowanie mostkow dwusiarczkowych, specyficzne cigcia proteolityczne
czy wstepne etapy N-glikozylacji zachodza specyficznie w ER i nie wystepujg w cytozolu. Ze wzgledu
na petnione funkcje ER posiada szereg bialek opiekunczych, ktdre zapobiegajg agregacji niedojrzatych
glikoprotein, jak rowniez uczestniczg bezposrednio w poprawnym fatdowaniu i oligomeryzacji
substratow biatkowych. W ER wystepuja rowniez foldazy, do ktorych naleza enzymy z rodziny

izomeraz peptydylo-dwusiarczkowych (ang. PDI - protein disulphide isomerase), a takze izomerazy
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cis-trans peptydylo-prolilowe. Obok klasycznych biatek opiekunczych i foldaz bardzo wazng rolg w
prawidlowym fatdowaniu bialek w ER odgrywaja lektyny, ktore rozpoznaja tancuchy cukrowe
glikozylowanych substratow. N-glikozylacja polega na przytaczaniu do bialek wchodzacych do $wiatta
ER tancuchéw oligosacharydowych, sktadajacych si¢ z dwoch reszt N-acetyloglukozaminy, dziewieciu
reszt mannozy i trzech reszt glukozy (GlcsMangGIcNAC:). Po dodaniu tancucha oligosacharydowego
rozpoczyna si¢ etap jego obrobki. Usuniecie dwoch pierwszych reszt glukozy przez glukozydaze 11 11
umozliwia oddzialywanie glikoproteiny z lektynami odpowiedzialnymi za prawidtowe faldowanie
biatek - kalneksyna i kalretikuling. Kalneksyna jest biatkiem btonowym, natomiast homologiczna
kalretikulina jest rozpuszczalnym biatkiem $wiatla ER. Obie lektyny posiadaja domene wykazujaca
powinowactwo do monoglukozylowanych glikoprotein, a takze oddziatuja z oksydoreduktaza ERp57,
nalezaca do rodziny biatkowych izomeraz peptydylo-disiarczkowych. ERp57 przyspiesza faldowanie
biatek przez katalizowanie wytwarzania poprawnych mostkow disiarczkowych, co jest niezwykle
wazne dla zachowania stabilno$ci glikoprotein. Odcigcie terminalnej glukozy przez glukozydaze II
przerywa cykl faldowania glikoprotein zwigzanych z kalneksynag i kalretikuling, a biatka, ktore
posiadajg prawidtlowa konformacje kierowane sg dalej do miejsc swojego przeznaczenia. W
przeciwienstwie do nich, glikoproteiny, ktore nie osiggnety natywnej struktury, oddziatujg z UDP-
glukozo:glikoproteino glukozylotransferaza (UGGT) katalizujaca ponowne przytaczenie terminalnej
glukozy. W konsekwencji umozliwia to powtorne oddzialtywanie nieprawidtowo sfaldowanych
glikoprotein z kalneksyng i kalretikuling, co znacznie zwigksza szanse na osiagnigcie przez nie
poprawnej struktury. Jesli jednak biatka dojrzewajace w ER nie osiagnely prawidlowej konformaciji, to
sg one wowczas specyficznie rozpoznawane przez inne, charakterystycznie dzialajace biatka
opiekuncze, lektyny z rodziny EDEM (ang. ER degradation-enhancing a-mannosidase-like proteins):
EDEM1, EDEM2 i EDEM3. Wewnatrzkomorkowy poziom homologéw EDEM wzrasta podczas stresu
retikularnego, ktérego bezposrednia przyczyna jest nadmierne gromadzenie si¢ w ER bialek o
nieprawidlowej konformacji. Odpowiedzia na zaburzenie wewnatrzkomorkowej homeostazy jest
indukcja szlaku Irel/Xbpl bedacego czesciag mechanizmu zwanego odpowiedzig na nieprawidtowo
sfaldowane biatka (ang. UPR - unfolded protein response). Potwierdzono eksperymentalnie, iz
nadprodukcja bialek EDEM1 i EDEM2 przyspiesza degradacje glikoprotein o nieprawidtowe;j
konformacji; natomiast przy obnizonym wewnatrzkomorkowym poziomie biatek EDEM obserwowano
efekt przeciwny - akumulacj¢ nieprawidtowo sfatdowanych glikoprotein w ER. Wiadomo, ze EDEM1
i EDEMZ2 rozpoznaja nieprawidtowo sfaldowane biatka i kierujg je do kanatow btonowych ER. Jest to
pierwszy etap procesu ERAD (ang. ER-associated degradation), ktory jest cze$cig wyspecjalizowanego
system kontroli jako$ci faldowania biatek w ER i polega na rozpoznaniu i kierowaniu nieprawidtowo
sfaldowanych biatek retikularnych do cytozolu, gdzie sa ostatecznie poddawane ubikwityno-zaleznej
proteolizie prowadzonej przez proteasomy. Najlepiej poznanym do tej pory kanatem btonowym ER jest
heteromeryczny kompleks biatkowy Sec6lp, ktorego gtownym komponentem jest Sec6la.

Udowodniono, ze za posrednictwem tego kanatu odbywa si¢ ko-translacyjne wprowadzanie biatek do
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ER. Kanat ten jest tez wykorzystywany w procesie ERAD. Drugim potencjalnym kanatem blonowym
zaangazowanym w retrotranslokacje substratow biatkowych do cytozlu jest kanal zbudowany z
kompleksu biatek Derlin.

Badania prowadzone w ostatnich kilkunastu latach pokazaty, ze rycyna oddziatuje z kalretikulina,
a takze biatkiem Sec61a, co mogto sugerowac, ze wykorzystuje ona system kontroli jakos$ci faldowania
biatek, a w szczegdlnosci proces ERAD w swojej translokacji do cytozolu. Rycyna nie jest jednak
typowym substratem tego procesu, gdyz nie jest transportowana do cytozolu w celu proteolitycznej
degradacji. Wyjasnianie molekularnych mechanizméw transportu podjednostki A rycyny do cytozolu
oraz udziatu biatek systemu ERAD w tym procesie stato si¢ bardzo waznym zagadnieniem, majacym
istotne znaczenie w charakterystyce toksyczno$ci rycyny, a takze w lepszym zrozumieniu ogdlnych
zasad rozpoznawania substratow biatkowych kierowanych na drodze retrotranslokacji do cytozolu.
Wyjasnienie tych procesow ma potencjalnie bardzo duze znaczenie w opracowaniu nowych strategii
walki m.in. z chorobami nowotworowymi czy neurodegeneracyjnymi, co zostanie wyjasnione w dalszej
czgsci autoprezentacji.

Pierwszy etap moich badan zwiazany byt z obserwacja, ze w ludzkich embrionalnych komorkach
nerkowych, HEK293 (ang. human embrionic kidney) podczas nadprodukcji biatka EDEM1 wystepuje
znaczy, okoto 4-krotny spadek cytotoksyczno$ci rycyny (Slominska-Wojewodzka i wsp., 2006).
Eksperymenty przeprowadzone z uzyciem inhibitora proteasomu laktacystyny, jak rowniez testy
badania redukcji holotoksyny rycyny w ER wykazaty, ze obnizenie cytotoksycznosci tej toksyny nie
bylo zwigzane ze zwigkszong proteasomalng degradacja podjednostki A w cytozolu ani tez ze zmieniong
redukcjg holotoksyny w ER. W dalszej czesci badan konieczne bylto okreslenie stopnia retrotranslokacji
podjednostki A rycyny z ER do cytozolu. Rycyna uzywana w naszych eksperymentach ulega sulfatacji
w cysternach aparatu Golgiego, skad transportowana jest do ER. Mozliwe jest zatem specyficzne
radioaktywne wyznakowanie rycyny za pomocg *S04* wybidrcza permeabilizacja blony komérkowej
przy zastosowaniu detergentu digitoniny, a nast¢pnie oddzielenie frakcji cytozolowej od membranowej,
ktora zawiera m.in. nienaruszone ER (integralno$¢ bton ER potwierdzona zostata w licznych testach
kontrolnych). Wyniki eksperymentow pokazaty, ze w komorkach nadprodukujacych biatko EDEM1
frakcja cytozolowa zawiera okoto 3-krotnie mniejsza ilos¢ RTA w porownaniu do komorek
kontrolnych. Mozliwa interpretacja tego wyniku zaktadata, ze nadprodukcja EDEM1 podwyzsza ogdlny
transport nieprawidtowo sfaldowanych bialek przez kanaty ER, blokujac w ten spos6b ich dostepnosc¢
dla rycyny. W celu weryfikacji tej hipotezy wykonano eksperymenty badania transportu podjednostki
A rycyny do cytozolu w komorkach nadprodukujgcych modelowe niesfatdowane biatka. Okazato sie,
ze podwyzszony poziom ERAD blokuje dostepnos¢ kanatow ER dla podjednostki A rycyny obnizajac
jej transport do cytozolu. Mozna byto zatem zatozy¢, ze jesli obnizony zostanie 0golny transport biatek
przez kanaty ER, to wtedy mozliwe bedzie oznaczenie faktycznego wptywu nadprodukcji EDEM1 na
translokacje RTA do cytozolu. Kolejne eksperymenty pokazaly, ze w komoérkach traktowanych
puromycyna, ktora jest inhibitorem syntezy bialek, jak rowniez kifunenzyna, blokujaca oddziatywania
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pomigdzy EDEM1 a nieprawidtowo sfatdowanymi biatkami, wzrasta transport RTA do cytozolu. Co
istotne jednak, wzrost ten jest duzo wigkszy w komorkach nadprodukujacych EDEM1 w poréwnaniu
do komorek posiadajacych fizjologiczny poziom tego biatka. Oznacza to, ze biatko EDEM1 moze
podwyzszaé transport rycyny do cytozolu przy braku indukcji procesu ERAD. Hipoteza ta zostata
poparta wynikami eksperymentéw wykonanych z wykorzystaniem komoérek transferowanych siRNA
typu wektorowego, posiadajacych obnizony poziom biatka EDEM1. Pokazaty one ponad dwukrotne
obnizenie transportu RTA do cytozolu w poréwnaniu do komorek transferowanych wektorem
kontrolnym. W celu potwierdzenia istotnej roli EDEM1 w transporcie podjednostki A rycyny do
cytozolu wykonane zostaty testy ko-immunoprecypitacji, ktore pokazaly, ze rycyna oddziatuje z
EDEM1, a poziom tych oddziatywan jest wyzszy w komorkach traktowanych kifunenzyng lub
puromycyng. Testy ko-immunoprecypitacji wykazaly rowniez, ze nadprodukcja EDEMI obniza
oddziatywania migdzy rycyng a biatkiem translokonu Sec6la. Obnizenie poziomu transportu
substratow biatkowych przez kanaty ER w komoérkach nadprodukujacych EDEM1 wigzato si¢ jednak z
podwyzszeniem oddziatywan miedzy rycyna a Sec6loa. Podsumowujac, biatko EDEM1 moze
podwyzszaé transport podjednostki A rycyny do cytozolu, a oddziatywania miedzy rycyng a EDEM1
petnig prawdopodobnie bardzo istotng role¢ w kierowaniu RTA do kanatéw blonowych Sec61p.

Dalsze prace eksperymentalne pokazaty, ze biatko EDEM2 jest rowniez istotne w transporcie RTA
do cytozolu, rézni si¢ jednak w swoim dziataniu od biatka EDEM1 (Stominska-Wojewaédzka i wsp.,
2014). Wyniki badan cytotoksycznosci rycyny przeprowadzone w komorkach nadprodukujgcych
EDEM2 wykazaty okoto 3-krotny wzrost wrazliwo$ci komorek HEK293 na dziatanie rycyny. Wzrost
ten nie byt spowodowany obnizong proteasomalng degradacja podjednostki A rycyny w cytozolu ani
tez zmieniong redukcjg holotoksyny w ER. W zestawieniu z wynikami obnizonej cytotoksycznosci
rycyny w komodrkach nadprodukujacych EDEM1 (Stominska-Wojewédzka i wsp., 2006) mozna bylo
wstepnie zatozy¢, ze EDEM2 w sposob bezposredni wzmacnia efekt cytotoksycznosci rycyny. Badania
translokacji RTA do cytozolu potwierdzity te hipoteze, wskazujac na znaczace podwyzszenie transportu
podjednostki A do cytozolu w komodrkach nadprodukujacych EDEM2. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze
nadprodukcja EDEM2, podobnie jak EDEM1, wzmacnia proces ERAD, a tym samym podwyzsza
transport nieprawidtowo sfatdowanych biatek przez kanaty ER. W przeciwienstwie do komorek
nadprodukujacych EDEM1, nie wptyneto to jednak na ograniczenie dostepnosci kanatéw btonowych
ER dla rycyny. Co wigcej, obnizenie transportu biatek przez kanaty ER przy zastosowaniu
odpowiednich inhibitorow (puromycyny, cykloheksamidu i kifunenzyny) nie skutkowato znaczacym
wzmochieniem EDEM2-zaleznej translokacji podjednostki A do cytozolu. Ponadto jednoczesna
nadprodukcja EDEM1 i EDEM2 wigzata si¢ ze wzrostem transportu RTA do cytozolu w poréwnaniu z
komoérkami kontrolnymi, ale wzrost ten byt nizszy niz w komérkach nadprodukujacych jedynie biatko
EDEM?2. Ma to zapewne zwigzek z r6zng dostepno$cig kanatéw btonowych dla rycyny. Wyniki tych
eksperymentow wskazuja zatem, ze w przeciwienstwie do biatka EDEM 1, EDEM?2 podwyzsza transport

RTA przez kanaty ER niezalezne od transportu innych substratow biatkowych przez te same kanaty. W
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celu obnizenia ilosci biatka EDEM2 w komorce, a takze jednoczesnej redukcji EDEM2 i EDEM1
zastosowane zostaly siRNA typu esiRNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oraz siRNA typu
wektorowego. Spadek poziomu EDEM2 skutkowat wyraznym obnizeniem transportu RTA do cytozolu,
ktory byt dodatkowo zredukowany przy jednoczesnym obnizeniu poziomu biatek EDEM1 i EDEM?2.
Wyniki eksperymentow opisanych powyzej pozwolity na postawienie wstgpnej hipotezy mowiacej o
tym, ze sposob oddziatywan biatek EDEM1 i EDEM2 z RTA moze r6zni¢ si¢ znaczaco. Dalsze badania
wykazaly, ze zarowno EDEMI1 jak i EDEM2 oddziatujg z RTA, co zostato potwierdzone w testach in
vitro typu ,,pull-down” jak tez w testach ko-immunoprecypitacji, jednak EDEM2 oddziatuje z RTA duzo
silniej niz EDEMI. Przyjeto hipotezg zaktadajaca, ze¢ EDEM1 wykazuje wigksze powinowactwo do
nieprawidlowo sfaldowanych biatek niz do podjednostki A rycyny, EDEM2 natomiast rozpoznaje RTA
w sposob podobny do klasycznych substratow procesu ERAD. Jest to pierwsza tego typu obserwacja
dotyczaca rdznic substratowych biatek EDEM1 i EDEM?2.

Podjednostka A rycyny na swoim C-terminalnym koncu posiada wysoce hydrofobowy fragment
zbudowany z 12 reszt aminokwasowych, potozony migdzy Val245 a Val256. W holotoksynie rycyny
region ten jest ukryty w glebi struktury i pozostaje niedostgpny dla wszelkich oddziatywan
miedzybiatkowych. Jednak po redukcji rycyny w ER fragment ten staje si¢ wyeksponowany i moze
uczestniczy¢ w oddziatywaniach z innymi biatkami. Wyniki opublikowanych wcze$niej badan
dowiodty, Zze region ten odgrywa kluczowa role w cytotoksycznosci rycyny. Istotna jest zawlaszcza
prolina potozona w pozycji 250 (P250). Mutacja tego miejsca polegajaca na zastgpieniu proliny przez
alaning (P250A) wykazata znaczng redukcj¢ cytotoksycznosci tak zmienionej rycyny w komorkach
Vero (ang. African green monkey kidney cells) w poréwnaniu z dziataniem toksyny dzikiego typu.

Celem eksperymentéw opublikowanych w pracy Sokelowska i wsp., 2011 bylo zbadanie
potencjalnej roli rejonu hydrofobowego podjednostki A rycyny w jej transporcie z ER do cytozolu oraz
poznanie roli tego regionu w oddziatywaniach migdzy RTA a biatkami z rodziny EDEM. Mutacja
P250A zostala wprowadzona do fragmentu genu kodujagcego C-terminalny fragment przy uzyciu
mutagenezy miejscowo-specyficznej, a otrzymang RTApsoa 0CZyszczono na drodze chromatografii
powinowactwa i zasocjowano z podjednostka B, tworzac holotoksyng RTApzs0a:RTB. Eksperymenty
kontrolne wykazaty, ze otrzymana holotoksyna jest poprawnie sfatdowana oraz posiada funkcjonalny
mostek dwusiarczkowy, ktory moze ulega¢ redukcji. Stabilnos¢ zmodyfikowanej rycyny nie odbiegata
od stabilnosci rycyny dzikiego typu. Eksperymenty przeprowadzone w komorkach Vero oraz HEK293
pokazaty okoto 9-krotne obnizenie cytotoksycznosci rycyny niosgcej mutacje w podjednostce A w
porownaniu do rycyny dzikiego typu. Obnizenie cytotoksyczno$ci nie byto zwigzane z jakakolwiek
zmiang w proteasomalnej degradacji tej zmienionej holotoksyny. Wyniki naszych eksperymentow
pokazaty natomiast, ze wewnatrzkomorkowy poziom rycyny RTApzs0a:RTB jest 3-krotnie obnizony w
poréwnaniu do rycyny dzikiego typu. Dalsze badania przeprowadzone z wykorzystaniem toksyny
znakowanej radioaktywnie za pomocg **SOs* wykazaly obnizong ilo§¢ zmodyfikowanej rycyny

docierajacej do aparatu Golgiego, przy czym zmiana ta nie byla wynikiem obnizonego wigzania tej
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toksyny do powierzchni komorki ani tez jej zmienionej endocytozy. Kolejne eksperymenty zostaty
wykonane z zastosowaniem inhibitorow wakuolarnych H*-ATPaz oraz endosomalno-lizosomalnych
proteaz: katepsyny D i katepsyny B. Zaj¢liSmy si¢ takze badaniem transportu rycyny znakowanej
radioaktywnym jodem [**®1] z endosoméw na powierzchnie komorki. Wyniki tych eksperymentow
pokazaty, ze rycyna posiadajagca mutacje P250A w podjednostce A ulega 3-krotnie zwigkszonej
degradacji zachodzacej w endosomach. Jest to niewatpliwie przyczyna obnizenia poziomu
zmodyfikowanej holotoksyny w aparacie Golgiego; fakt ten rowniez czesciowo tlumaczy obnizong
cytotoksycznos¢ rycyny RTApzs0a:RTB. Za obnizong cytotoksycznos¢ zmienionej rycyny odpowiada
rowniez okoto 3-krotna redukcja transportu podjednostki A z ER do cytozolu. Co ciekawe, transport ten
jest catkowicie niezalezny od biateck EDEM1 (Sokolowska i wsp., 2011) oraz EDEM2 (Slominska-
Wojewoddzka i wsp., 2014). Wynika to z faktu, ze oba biatka EDEM duzo stabiej rozpoznaja RT Aposoa
w poroéwnaniu z podjednostka A rycyny dzikiego typu. Doswiadczenia dichroizmu kotowego pokazaty,
ze zmodyfikowana RTA posiada zmieniong struktur¢ drugorzedowa charakteryzujaca si¢ podwyzszona
iloscig a-helis i zredukowang iloécig B-harmonijek. Mozna zatem wnioskowacé, ze struktura substratu
biatkowego ma zasadnicze znaczenie w jego rozpoznawaniu przez retikularne biatka opiekuncze
EDEML1 i EDEM2.

Poznanie doktadnych mechanizméw regulujacych proces rozpoznawania i degradacji
nieprawidlowo sfatdowanych glikoprotein jest jednym z najbardziej ciekawych i waznych zagadnien
dotyczacych funkcjonowania retikulum endoplazmatycznego. Od dawna wiadomo bylo, ze biatka z
rodziny EDEM rozpoznajg reszty cukrowe glikoprotein, co wigze si¢ niewatpliwie z ich enzymatyczna
aktywnos$cig o-mannozydaz. Aktywnos¢ ta polega na usuwaniu reszty mannozy z rdzeni N-glikanow,
co jak przypuszcza si¢, ma zasadnicze znaczenie w kierowaniu glikoprotein na droge degradacji. Poza
tym wiadomo, ze biatka z rodziny EDEM rozpoznaja determinanty biatkowe obecne w tancuchach
polipeptydowych. Jednym z dowodow potwierdzajacych t¢ obserwacj¢ jest uzywana W naszych
badaniach rycyna, ktora jako biatko rekombinowane, produkowane w E. coli nie ulega glikozylacji.
Opisane do tej pory w autoreferacie badania dowiodtly, ze w rozpoznawaniu substratow przez biatka z
rodziny EDEM istotna jest odpowiednia struktura substratu biatkowego oraz, ze EDEM1 i EDEM2
moga rozpoznawac¢ struktury rejonéw hydrofobowych innych biatek (Sokolowska i wsp., 2011;
Slominska-Wojewodzka i wsp., 2014). Dalsze eksperymenty miaty na celu potwierdzenie roli rejonéw
hydrofobowych biatek w ich rozpoznawaniu przez EDEM1 i EDEM2, jak réwniez odpowiedz na
pytanie, czy stopien hydrofobowosci tych rejonow jest istotny dla specyficznosci substratowej biatek z
rodziny EDEM (Sokolowska i wsp., 2015). Mutageneza miejscowo-specyficzna rejonu hydrofobowego
podjednostki A rycyny pozwolita na skonstruowanie formy zmodyfikowanej RTA z obnizong (RT Aphr)
i podwyzszong hydrofobowoscig (RTAne) tego regionu. RTApwe posiadajgca substytucje V245S,
L248N, 1252N, A253S oraz RTAnr ze zmianami S246V, A253V zostaly zasocjowane z podjednostka
B rycyny. Eksperymenty kontrolne wykazaty, ze wprowadzone mutacje nie wptynety na stabilnos¢

otrzymanych form holotoksyny ani tez na redukcje ich mostkéw dwusiarczkowych, nie zmienity takze
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struktury drugorzedowej i trzeciorzedowej zmodyfikowanych podjednostek A. Byto to bardzo istotne,
gdyz nadrzgdnym celem naszych eksperymentéw bylo zbadanie tylko i wylacznie wptywu zmian
stopnia hydrofobowo$ci substratow biatkowych na ich rozpoznawanie przez EDEM1 i EDEM2. Wyniki
przeprowadzonych eksperymentow pokazaly, ze znaczne obnizenie hydrofobowosci rejonu C-
terminalnego RTA ma zasadniczy wptyw na redukcje¢ oddziatywan migdzy RTA a biatkami EDEML1 i
EDEMZ2. Z drugiej strony, podwyzszenie hydrofobowosci i tak wysoce juz hydrofobowego rejonu nie
wptyneto na oddziatywania z biatkami z rodziny EDEM. Mozna zatem wnioskowac, ze odpowiednio
wysoki stopien hydrofobowosci substratow biatkowych ma bardzo istotne znaczenie w ich
rozpoznawaniu przez EDEM1 i EDEM2. Dla poparcia tej hipotezy, w dalszej czgsci badan zostata uzyta
odpowiednio zmodyfikowana forma modelowego nieprawidlowo sfaldowanego biatka BACE457.
Biatko to jest formg trzustkowej B-sekretazy. Ludzka mozgowa [-sekretaza sktadajaca sie¢ z 501 reszt
aminokwasowych (BACE501) jest blonowa proteaza aspartylowa odpowiedzialng za przecinanie biatka
prekursorowego amyloidu APP do formy, z ktorej generowany jest pozniej peptyd P-amyloidowy.
Trzustkowa forma BACE457 jest izoformg powstata w wyniku alternatywnego sktadnia BACES01,
krotszg od formy moézgowej o 44 reszty aminokwasowe. W przeciwienstwie do BACE501, forma
BACE457 nie przyczynia si¢ do powstawiania f-amyloidoéw, a jej funkcja nie jest do konca poznana.
BACE457 nie ulega prawidtowemu sfatdowaniu w ER, oddzialuje z EDEMI i jest nast¢gpnie usuwane
do cytozolu w celu proteolitycznej degradacji, jako typowy substrat procesu ERAD. Biatko to posiada
na swoim C-terminalnym koncu transbtonowy rejon hydrofobowy (11e458-Val477), ktory moze byé
potencjalnym miejscem oddziatywan z biatkami z rodziny EDEM. Wyniki przeprowadzonych przez nas
eksperymentow pokazaty, ze zmodyfikowane biatko BACE457 (okreslone w pracy jako BACE457phr),
posiadajgce zmiany obnizajace jego hydrofobowos¢ (V417G, L424G, L427G) jest znacznie stabiej
rozpoznawane przez EDEM1 i EDEM2 w poréwnaniu z niezmodyfikowanym BACE457. Wyniki te sa
zgodne z naszymi wcze$niejszymi obserwacjami i podkres$lajg znaczenie wysokiej hydrofobowos$ci
rejonéw biatkowych rozpoznawanych przez biatka z rodziny EDEM. EDEM1 i EDEM2 mogg
rozpoznawa¢ wyeksponowane rejony hydrofobowe, ale tez rejony transblonowe biatek. Oznacza to, ze
oprocz typowego dziatania charakterystycznego dla lektyn, biatka EDEM rozpoznaja substraty
biatkowe w sposob podobny do klasycznych biatek opiekunczych. Ma to wptyw na degradacje biatek.
Wyniki naszych eksperymentéw pokazaty, ze BACE457phr jest biatkiem charakteryzujacym sie duzo
wigksza stabilnosciag w porownaniu z BACE457. Sg to pierwsze tego typu opublikowane informacje,
ktore maja kluczowe znaczenie dla zrozumienia podstaw procesu ERAD.

Proces rozpoznawania i degradacji nieprawidtowo sfatdowanych biatek w ER ma niebagatelne
znaczenie w prawidtowym funkcjonowaniu kazdej komoérki eukariotycznej. Zaburzenia tego procesu
prowadzg do stresu retikularnego, ktéry jest wynikiem nadmiernego gromadzenia si¢ biatek w ER.
Komoérka nie jest wowczas w stanie produkowaé bardzo waznych dla swojego dziatania glikoprotein;
chociazby biatek sekrecyjnych, niezbgdnych takze w prawidtowym funkcjonowaniu catego organizmu.

Stres retikularny prowadzi do wiaczenia odpowiedzi komorkowej na nieprawidtowo sfatdowane biatka.
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Jednak mimo jej istnienia bardzo wiele komérek poddanych dlugotrwatemu stresowi retikularnemu
ulega apoptozie. Znaleziono szereg zalezno$ci migdzy nieprawidlowym funkcjonowaniem biatek
opiekunczych ER a chorobami neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Alzheimera i Parkinsona,
rozwojem roznego rodzaju nowotwordw, cukrzyca, miazdzyca czy patogeneza choréb spowodowanych
przez bakterie. Biatka opiekuncze ER odgrywaja rowniez zasadniczg rol¢ w rozwoju embrionalnym
organizméw. Doktadne poznanie mechanizméw procesu degradacji substratow biatkowych oraz roli
biatek EDEM w tym procesie ma zatem niebagatelne znaczenie poznawcze, umozliwiajace praktyczne
wykorzystanie otrzymanych wynikow w przysztosci. Wyniki moich prac moga znaczaco przyczynic si¢
do poszerzenia wiedzy o funkcjonowaniu procesu kontroli jakosci faldowania biatlek w ER oraz do
lepszego poznania mechanizmoéw transportu i degradacji nieprawidtowo sfatdowanych glikoprotein.
Ewentualne praktyczne wykorzystanie wynikow moich prac ma réwniez zwiazek z produkcja
efektywnie dziatajacych immunotoksyn, zawierajacych w swoim skladzie rycyn¢ (Slominska-
Wojewodzka i Sandvig, 2013). Immunotoksyny zbudowane sg z przeciwciata monoklonalnego lub
jego czesci sprzezonego z calg toksyna badz tez jej fragmentem, bardzo czesto z RTA. Takie potaczenie
zapewnia silne toksyczne dziatanie anty-nowotworowe zalezne od toksyny oraz specyficznos$¢ dziatania
uwarunkowana doborem odpowiedniego przeciwciata, okreslonego dla danego antygenu
powierzchniowego komoérki nowotworowej. Generalnie uwaza si¢, ze RTA moze dziata¢ duzo bardziej
toksycznie na komorki nowotworowe niz na komoérki zdrowe. Niestety, mimo wielkich nadziei i
oczekiwan zwigzanych z produkcja immunotoksyn zawierajacych rycyne i inne podobnie dziatajace
toksyny, nie sg one masowo wykorzystywane. Wynika to z wystgpowania tzw. zespolu przesigkania
naczyniowego (ang. vascular leaks syndrome, VLS). Charakteryzuje si¢ on zwigkszong
przepuszczalnoscig naczyn spowodowang uszkodzeniem i $miercig komorek srodbtonka. Za efekt ten
bezposrednio odpowiadajg toksyny, w tym rycyna. Nie widomo jednak czy proces ten zwigzany jest
bezposrednio z zahamowaniem syntezy biatek wywotywanym przez rycyne czy tez raczej z indukcja
procesu apoptozy. Uwaza sie zatem, ze w sklad immunotoksyn nowej generacji powinna wchodzi¢
znacznie mniej toksyczna forma RTA. Z drugiej jednak strony, jej cytotoksycznos¢ powinna byé
odpowiednia do niszczenia komorek nowotworowych. Z tego wzgledu interesujaca jest badana przeze
mnie rycyna niosgca mutacj¢ w rejonie hydrofobowym RTA (P250A), ktora ma znaczgco obnizong
cytotoksycznos¢. Wyniki naszych badan pokazujg, ze obnizenie cytotoksycznosci tej toksyny dotyczy
zarowno zahamowania syntezy biatek, jak tez indukcji procesu apoptozy (dane nie publikowane). Co
istotne, nasze badania pokazuja, ze rycyna P250A, posiadajaca pelne wlasciwosci katalityczne, wplywa
na obnizenie przezywalnosci komorek nowotworowych podobnie jak rycyna dzikiego typu. Obnizenie
cytotoksyczno$ci rycyny P250A, ktore moze wplynaé na zmniejszenie VLS, nie wigzatoby si¢ zatem z
koniecznoscig zwigkszania terapeutycznej dawki immunotoksyn zawierajacych t¢ forme rycyny.
Zaktadam, ze istnieje mozliwos¢ wykorzystania rycyny P250A do konstrukcji efektywnie dziatajgcych
immunotoksyn, wykazujacych aktywno$¢ we wszystkich badz tez niektorych typach komorek

nowotworowych. Moje najblizsze plany badawcze obejmujg m.in.:
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e  zbadanie efektu cytotoksycznego rycyny P250A w komorkach srodbtonkowych;

o  okredlenie zaleznosci pomiedzy obnizong cytotoksyczno$cia rycyny P250A a zespotem
przesigkania naczyniowego;

e analize zahamowania syntezy biatek i indukcji procesu apoptozy zaleznych od rycyny dzikiego

typu i P250A w réznych typach komoérek nowotworowych.

Podsumowujac, najwazniejsze odKkrycia cyklu prac skladajacych sie na moje osiagniecie naukowe,

to wykazanie, ze:

e transport podjednostki A rycyny z retikulum endoplazmatycznego do cytozolu zalezny jest od
biatek opiekunczych EDEM1 i EDEM2;

e obnizenie cytotoksycznosci zmodyfikowanej rycyny P250A zwigzane jest z podwyzszonym
poziomem endosomalno-lizosomalnej degradacji tej toksyny oraz z obnizeniem jej transportu do
cytozolu;

e transport zmodyfikowanej formy RTAesoa do cytozolu nie jest zalezny od biatek EDEMI i
EDEMZ2;

e podjednostka A rycyny oddziatuje zarowno z EDEM1 i EDEM2, wigksza jej ilo$¢ moze jednak
wchodzi¢ w interakcje z biatkiem EDEMZ2;

e preferencje rozpoznawania substratow bialkowych przez EDEMI1 i EDEM2 mogg by¢
zroznicowane;

e  struktura substratu bialkowego, jak tez jego odpowiednia hydrofobowos¢ sa niezwykle istotne w
rozpoznawaniu biatek przez glikoproteiny EDEM1 i EDEM2;

e EDEMI i EDEM2 mogg rozpoznawa¢ wyeksponowane rejony hydrofobowe biatek, ale tez rejony

transbtonowe.

5. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo-badawczych (artystycznych).

W 1994 roku rozpoczetam studia magisterskie na kierunku Biotechnologia prowadzonym przez
Mi¢dzyuczelniany Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Akademii Medycznej w
Gdansku (obecnie Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego). Juz w trakcie
studiow, na trzecim roku, dotaczytam do grupy badawczej Pana Prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna z
Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego. Tematem prowadzonych przeze mnie badan
naukowych byta regulacja rozwoju bakteriofaga A przez specyficzny nukleotyd - czterofosforan
guanozyny (ppGpp). Po zakazeniu komorki Escherichia coli (E. coli) bakteriofag A moze wejs¢ w jedna
z dwoch alternatywnych drog rozwojowych. Rozwdj lityczny prowadzi do wytworzenia wirionow
potomnych oraz ich uwolnienia po lizie komorki gospodarza; alternatywny cykl lizogeniczny polega na
wbudowaniu genomu faga do chromosomu gospodarza i przejsciu w stadium profaga. Wyniki naszych

eksperymentow wykazaly, ze wydajnosc¢ lizogenizacji szczepu E. coli pozbawionego catkowicie ppGpp
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jest znacznie obnizona w poréwnaniu z bakteriami dzikiego typu. StwierdziliSmy, ze uposledzony jest
proces tworzenia profaga, a nie jego stabilnego utrzymywania. Ponadto wyniki naszych badan pokazaty,
ze poziom proteazy HfIB/FtsH, ktora odpowiedziana jest za degradacj¢ biatka CII, aktywatora
promotoréw cyklu lizogenizacji, zalezna jest od stezenia ppGpp. W dalszej czgéci pracy badaliSmy takze
aktywno$¢ promotorow faga A zaangazowanych w decyzj¢ liza-lizogenizacja podczas nadprodukcji i
braku ppGpp. Nadmiar i brak ppGpp oddziatywaty w bardzo zréznicowany sposob na promotory faga
A, wyniki naszych badan pokazaly takze, ze st¢zenie cAMP moze mie¢ wptyw na ilo§¢ powstajacego
ppGpp. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw dowiodly, ze czterofosforan guanozyny kontroluje
rozwoj bakteriofaga A poprzez regulacje aktywno$ci poszczegdlnych promotorow. Obrona pracy
magisterskiej pt. ,,Kontrola rozwoju bakteriofaga A przez czterofosforan guanozyny” odbyla si¢ w
czerwcu 1998 roku, a jej wyniki zostaty opublikowane w mi¢dzynarodowym prestizowym czasopismie
naukowym Virology (Stominska i wsp., 1999, punkt I1A-1, zalacznik 3).

Po ukonczeniu studiéw, w latach 1998-2003, bylam shuchaczka Srodowiskowego Studium
Doktoranckiego przy Wydziale Biologii, Geografii i Oceanologii, Uniwersytetu Gdanskiego. Moje
zainteresowania naukowe dotyczyly charakterystyki bakteryjnego biatka SeqA. Wczesniejsze badania
prowadzone w réznych osrodkach miedzynarodowych wykazaty, ze biatko to jest negatywnym
regulatorem inicjacji replikacji DNA chromosomalnego bakterii E. coli, a takze peini zasadniczg role w
procesie zwanym sekwestracja, ktory polega na czasowej ochronie nowo zreplikowanego origin przed
kolejna rundg inicjacji replikacji. Podczas wykonywania mojej pracy doktorskiej interesowata mnie rola
biatka SeqA w regulacji ekspresji okre§lonych gendéw bakteriofaga A. Rezultatem tych badan byty
publikacje opisane w punkcie 11A-3, 7, 8, 9 (zalacznik 3). Wyniki tych prac pokazujg po raz pierwszy,
ze biatko SeqA moze petnié role specyficznego czynnika transkrypcyjnego (Stominska i wsp., 2001,
punkt 11A-3, zalacznik 3). Badania prowadzone z wykorzystaniem fragmentéw DNA zawierajacych
promotory faga A udowodnity, ze SeqA jest specyficznym aktywatorem transkrypcji zachodzacej z
promotorow Pr, Pii Pag, W przeciwienstwie do nich nie wptywa natomiast na aktywacje¢ transkrypcyjna
promotorow pc i pe (Stominska i wsp., 2001, punkt I1A-3; Stominska i wsp., 2003, punkt 11A-7,
zalacznik 3). W specyficznej aktywacji transkrypcyjnej okreslonych promotorow przez biatko SeqA
niezwykle istotnym czynnikiem jest wigzanie si¢ tego biatka do DNA w bliskim sasiedztwie danego
promotora. W wigzaniu tym kluczowa role odgrywaja sekwencje GATC, ktore zwigzane sg ze statusem
metylacji DNA. SeqA wiaze si¢ do matrycy calkowicie zmetylowanej i hemimetylowanej, nie
rozpoznaje natomiast fragmentu niemetylowanego (Stlominska i wsp., 2001, punkt ITA-3, zalacznik
3). W naszych badaniach udowodnili$my takze, Ze ilo$¢ i rozmieszczenie miejsc GATC ma kluczowe
znaczenie w wigzaniu si¢ biatka SeqA do DNA (Stominska i wsp., 2001, punkt ITA-3; Slominska i
wsp., 2003, punkt I1A-7, zalacznik 3). Ponadto liczba kopii, a tym samym regulacja replikacji
plazmidow zawierajacych OriA zalezna jest od ilosci biatka SeqA w komorce, a doktadniej od

mozliwos$ci zwigzania si¢ tego biatka do DNA (Stominska i wsp., 2001, punkt I1A-3, zalacznik 3).
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Podczas specyficznej aktywacji okreslonych promotorow biatko SeqA moze wspoétdziatac z innymi
aktywatorami transkrypcji. BadaliSmy oddzialywania SeqA i biatka CII, aktywujacego transkrypcje
zachodzaca z promotoréw kluczowych w procesie lizogenizacji faga A (Stominska i wsp., 2003, punkt
I1A-7, zalacznik 3), a takze oddziatywania SegA i biatka DnaA, to ostatnie jest specyficznym
aktywatorem promotora pr zwiazanego z cyklem lizy bakteriofaga A (Stominska i wsp., 2003, punkt
11A-8, zalacznik 3). W pierwszym przypadku SegA jest bardzo istotnym czynnikiem powodujacym
wzmocnienie wlasciwosci aktywacyjnych biatka CII podczas stymulacji promotoréw p; 0raz pao.
Wyniki eksperymentoéw transkrypcji in vitro pokazaly najwyzsza aktywacj¢ transkrypcyjng tych
promotorow W sytuacji, kiedy biatko SeqA byto preinkubowane z matryca w petni zmetylowang przed
dodaniem biatka CII do mieszaniny reakcyjnej (Stominska i wsp., 2003, punkt 11A-7, zalacznik 3).
Badania te sugeruja, ze biatko SeqA ulatwia prawdopodobnie wigzanie si¢ CII w okolicach
aktywowanych przez niego promotorow. W przypadku promotora pr, biatko SeqA jest jego
specyficznym aktywatorem, dziatajgcym niezaleznie od biatka DnaA (Slominska i wsp., 2003, punkt
1A-8, zalacznik 3). Wyniki przeprowadzonych eksperymentow pokazaty, ze wazna jest kolejnos¢
wigzania si¢ obu bialek do matrycy zawierajgcej promotor pr. Zwigzanie si¢ biatka SeqA badz DnaA w
optymalnym dla aktywacji transkrypcyjnej stgzeniu przypuszczalnie zapobiega wigzaniu si¢ drugiego z
aktywatorow. Mozna zatem wnioskowac, ze biatka DnaA i SeqA, mimo Ze rozpoznaja dwa rdzne typy
sekwencji, konkurujg ze soba o miejsce wigzania si¢ na DNA.

Dalsza cze$¢ badan wchodzacych w sktad mojej rozprawy doktorskiej zostata wykonana w
Scistej wspotpracy z Panig Prof. Kirsten Skarstad (Department of Cell Biology, Institute for Cancer
Research, Oslo, Norwegia). W ramach tej wspotpracy, w 2000 roku przebywatam na trzymiesigcznym
stazu naukowym (stypendium EMBO short-term fellowship) w laboratorium Pani Prof. Skarstad oraz
na pétrocznym stazu (stypendium ESF) w 2002 roku (staz taczony z pobytem w laboratorium Pana Prof.
Labner-Olesena, Dania). Zajetam si¢ wowczas badaniem oddziatywan miedzy biatkiem SegA a
zmodyfikowang formg DnaA - biatkiem DnaA204 (Stominska i wsp., 2003, punkt 11A-9, zalacznik
3). Pierwszym etapem tych badan byta obserwacja zjawiska obnizonej degradacji biatka DnaA204 w
mutantach seqA. Przeprowadzone przez nas badania wykazaty istnienie korelacji miedzy przys$pieszong
degradacja DnaA204 a wigzaniem si¢ biatka SeqA do DNA. Zmiana stabilnosci DnaA204 moze by¢
wynikiem oddziatywan tego biatka z kompleksami SeqA-DNA lub tez moze wynikaé¢ ze zmian w
topologii DNA wywotanych zwigzaniem si¢ biatka SeqA. Kolejne eksperymenty wykazaty takze, ze
biatko Dna204 jest stabilizowane w obecnosci biatek opiekunczych ClpX i CIpA, a degradowane przez
proteaze ClpP. Biatko DnaA204 jest rowniez degradowane przez proteazy ClpQ i Lon, z kolei biatko
opiekuncze CIpY jest niezbgdne dla jego stabilnosci i prawidlowego funkcjonowania. Biatko DnaA204
moze by¢ rowniez stabilizowane przez biatka opiekuncze: GroES, GroEL i DnaK.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze biologiczng rolg aktywacji transkrypcyjnej okre§lonych
promotorow faga A przez biatko SeqA jest regulacja replikacji plazmidéw A, a prawdopodobnie takze

catego genomu bakteriofaga A. Biatko SeqA uczestniczy w wyborze jednej z dwoch alternatywnych

14



Zatgcznik 2 Dr Monika Stominiska-Wojewddzka

drég rozwojowych faga A, lizy albo lizogenizacji komorki gospodarza. Funkcje, jakie biatko SeqA pelni
w specyficznej aktywacji transkrypcyjnej promotordéw pr, Pii Pag, leza u podstaw zrozumienia tego
procesu. Brak oddziatywan SeqA z DNA wptywa na stabilnos¢ biatka Dna204. Informacje te sg istotne
w lepszym zrozumieniu regulacji inicjacji replikacji chromosomu E. coli.

Obrona pracy doktorskiej zatytulowanej ,,Rola biatka SeqA w regulacji replikacji, transkrypcji
i rozwoju bakteriofaga A odbyta si¢ 7 maja 2003 roku. Promotorem pracy byt Pan Prof. dr hab.
Grzegorz Wegrzyn z Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego , a recenzentami: Pani
Prof. dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwinska z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu oraz Pani Prof. dr hab. Barbara Lipinska z Katedry Biochemii
Uniwersytetu Gdanskiego. W 2004 roku praca uzyskata nagrode Prezesa Rady Ministrow RP za
wyrozniong rozprawe doktorska.

W toku prac prowadzonych podczas studiow doktoranckich zajmowalam si¢ réwniez inng
tematyka badawcza. Wspolpracujac z zespotem Pana Prof. dr hab. Jerzego Rokickiego z Katedry
Bezkregowcow Uniwersytetu Gdanskiego, uczestniczytam w pracach, ktorych celem byto
skonstruowanie testu opartego na technice PCR-RFLP stuzacego do identyfikacji nicieni Anisakis
simplex pochodzacych z réznych rejondow geograficznych (Kijewska i wsp., 2000, praca I1A-2,
zalacznik 3).

Wspdtpraca z Paniag dr Agata Czyz z Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego
dotyczyta charakterystyki genéw cgtA Vibrio harveyi oraz yhbZ E. coli kodujacych mate biatka wigzace
GTP, ktore naleza do rodziny bialek Obg/Gtpl. Wyniki eksperymentéw z uzyciem bakterii niosgcych
mutacje insercyjng w genie CgtA pokazaty, ze produkt tego genu peini bardzo istotng role w regulacji
synchronizacji replikacji chromosomu Vibrio harveyi (Stominska i wsp., 2002, praca 11A-4, zalacznik
3). Zahamowanie replikacji chromosomu w tym szczepie bakteryjnym skutkowato powstawaniem
bardzo duzej ilosci komorek wykazujgcych zaburzania podziatu. Dalsze eksperymenty badania kinetyki
replikacji DNA przeprowadzone z uzyciem specyficznych inhibitorow blokujacych proces replikacji i
podziatlow komorkowych udowodnity, ze produkt genu cgtA odgrywa istotne znaczenie regulacyjne,
sprzegajac proces wzrostu komorek z replikacja chromosomu i podziatami komorkowymi (Sikora-
Borgula i wsp., 2002, praca I1A-5, zalacznik 3). Nadekspresja genu cgtA (yhbZ, obgE) w bakteriach
E. coli skutkowata powstawaniem komoérek o wydtuzonym ksztalcie z wyraznie zmieniong dystrybucja
chromosomalnego DNA (Dutkiewicz i wsp., 2002, praca I1A-6, zalacznik 3). Wyniki te sugeruja, ze
biatka z rodziny Obg/Gtp1 pelnig istotng funkcj¢ regulacyjna w synchronizacji inicjacji replikacji lub
rozdzialu chromosomoéw potomnych w komorkach bakteryjnych.

Po skonczeniu studiow doktoranckich, w pazdzierniku 2003 roku zostalam zatrudniona na
etacie naukowo-dydaktycznym, na stanowisku adiunkta w Katedrze Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Gdanskiego. W listopadzie 2003 wyjechatam na staz naukowy do laboratorium Pani Prof.
Kirsten Sandvig, Institute for Cancer Research, Oslo, Norwegia. Laboratorium to jest jednym z

najlepszych osrodkéw naukowych na $wiecie zajmujacych si¢ badaniem toksyn oraz ich transportu
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wewnatrzkomoérkowego. Staz podoktorski finansowany byt przez Europejska Organizacje Biologii
Molekularnej w ramach EMBO long-term fellowship. Rozmowa kwalifikacyjna niezbedna do
otrzymania stypendium zostata przeprowadzona przez Pana Prof. dr Felixa Wielanda, Biochemistry
Center, University of Heidelberg, Niemcy.

Oprocz prac wymienionych w pierwszej czgsci autoreferatu, ktére wchodzg w sktad osiggniecia
naukowego bytam réwniez zaangazowana w inne prace eksperymentalne. W badaniach kierowanych
przez Pana Prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna, skupitam si¢ na analizie wptywu ilosci miejsc GATC na
zalezng od biatka SeqA regulacje aktywnosci réznych promotoréw (Strzelczyk i wsp., 2003, praca
ITA-10, zalacznik 3). Analiza fragmentéw DNA w pozycji od -250 do +250 w stosunku do miejsca
startu transkrypcji promotoréw aktywowanych lub hamowanych przez biatko SeqA pokazata, ze
miejsca GATC sa istotnym, aczkolwiek nie jedynym czynnikiem regulacyjnym tych promotoréw.

Wynikiem mojej wspotpracy z grupa badawcza Pana Prof. Andersa Lobner-Olesena
(Department of Microbiology, Technical University of Denmark, Lyngby, Dania) byly badania nad rola
biatka DnaC w regulacji indukcji procesu SOS oraz ekspresji genéw biosyntezy nukleotydéw (Lobner-
Olesen i wsp., 2008, punkt IIA-11, zalacznik 3). Podczas tych prac miatam okazje zapozna¢ sie z
technikg pracy z mikromacierzami DNA. Wyniki naszych eksperymentéw pokazaty, ze w szczepie E.
coli niosgcym mutacj¢ dnaC2 odpowiedz SOS jest indukowana przez formowanie kompleksu otwartego
oriC lub przez czasowe zahamowanie dziatania widelek replikacyjnych.

Moje zainteresowania naukowe skupity si¢ réwniez na regulacji transkrypcji genu penB E. coli
kodujacego poli(A) polimeraze I (Nadratowska-Wesolowska B i wsp., 2010, praca ITA-12, zalgcznik
3). Regulacja ta jest bardzo ztozonym procesem, zaleznym od ppGpp, biatka DksA oraz podjednostek
6" i 6% polimerazy RNA.

W okresie ostatnich kilku lat miatlam réwniez przyjemnosé wspdtpracowaé z grupa badawczg
Pana Prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna zajmujaca si¢ badaniem lizosomalnych chordb spichrzeniowych
(LSD). Wynikiem tej wspotpracy sg trzy prace, ktore opisuja: biochemiczne podtoza réznic w
zachowaniu dzieci cierpigcych na rézne typy mukopolisacharydoz (MPS) (Wegrzyn i wsp., 2010,
praca IIA-13; zalacznik 3), dtugoterminowe efekty podawania pacjentom cierpigcym na chorobe
Sanfilippo izoflawonu genisteiny (Piotrowska i wsp., 2011, punkt I1A-14, zalgcznik 3) oraz rézne
typy terapii mukopolisacharydoz (Jakébkiewicz-Banecka i wsp., 2011, praca I1A-15, zalgcznik 3).

Wyniki moich prac byly prezentowane na licznych konferencjach krajowych i zagranicznych,
co opisane jest w punktach IIK i III B (zatacznik 3).

Podsumowujac, moje osiggniecia naukowo-badawcze, nie wchodzgce w sktad osiggniecia
naukowego obejmuja 15 prac, ktére ukazaly sie w renomowanych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym. Sumaryczny IF = 48,23. Liczba cytowan tych prac to 164, w tym 155 bez

autocytowan (dane wg. bazy Web of Science).
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