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1. Imie i Nazwisko

Dorota Zurawa-Janicka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

Tytut magistra biotechnologii — Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i

Akademii Medycznej w Gdansku, czerwiec 1998

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii — Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii,
Geografii i Oceanologii, Instytut Biologii, 14 listopada 2008. Tytut rozprawy doktorskiej — ,Udziat biatek
HtrA1 i HtrA2 w odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz w nefrokancerogenezie estrogenozaleznej u

chomika syryjskiego (Mesocricetus auratus)”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych

01.04.1999 — 31.03.2000: asystent | rok, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Geografii i
Oceanologii, Katedra Biochemii

01.10.2004 - 30.09.2005: starszy technik, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Geografii i
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01.10.2005 — 31.01.2009: asystent, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Geografii i Oceanologii,
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01.02.2009 — do chwili obecnej: adiunkt, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Katedra Biochemii
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4. Omoéwienie osiggnie¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy

a) Tytut osiagniecia naukowegol/artystycznego

Molekularny mechanizm dziatania proteaz HtrA czfowieka oraz ich zwigzek z patogeneza

choréb nowotworowych
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c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Celem naukowym wyzej wymienionych prac byto poszerzenie wiedzy na temat molekularnego

mechanizmu dziatania biatek HtrA cztowieka oraz zwigzku tych proteaz z karcynogeneza.

Biatka HtrA (High temperature requirement A) tworza rodzine zachowanych w ewolucji proteaz
serynowych, bedgcymi homologami proteazy HtrA Escherichia coli. Nalezg do biatek szoku
termicznego (Heat shock proteins, HSPs), ktore indukowane sg w warunkach stresu komoérkowego i
chronig komorke przed skutkami jego dziatania. HtrA sg szeroko rozpowszechnione zarowno wsréd
organizmow prokariotycznych jak i eukariotycznych, od bakterii po cztowieka. Charakterystyczng
cechg ich struktury jest obecno$¢ domeny proteazowej (PD) z triadg katalityczng His-Ser-Asp,
charakterystyczng dla proteaz serynowych, oraz przynajmniej jednej domeny PDZ (PSD-95,
mammalian postynaptic density of 95kDa; DLG, Drosophila discs large tumor suppressor, ZO-1;
zonula occludens 1) na koncu karboksylowym, ktdra uczestniczy w oddziatywaniach biatko-biatko.
Domena proteazowa pod wzgledem strukturalnym przypomina chymotrypsyne; zbudowana jest z
dwéch beczutek B, z ktérych kazda sktada sie z naprzemianlegtych szesciu struktur B, a te potgczone
sg petlami LA, L1, L2, L3 i LD, petnigcymi funkcje istotne w regulacji aktywnosci proteazy [Krojer et al.,
2010; Hansen et al., 2013]. Monomery tworzg struktury oligomeryczne, ktérych podstawowg jednostkg
jest trimer. Proteazy HtrA stanowig istotny element systemu kontroli jakosci biatek w komorce;
rozpoznajg biatka nieodwracalnie uszkodzone lub btednie zwinigte i przeprowadzajg ich degradacje.
Niektére z biatek HtrA wykazujg takze aktywno$¢ opiekuniczg wobec biatek o nieprawidtowej
strukturze, zapobiegajgc tworzeniu toksycznych agregatow. Dzigki tym wiasciwosciom zwiekszajg
szanse komorki na przetrwanie w warunkach stresowych. Ponadto, proteazy HtrA wykazujg
aktywnos¢ wobec specyficznych biatek o strukturze natywnej, dzigki czemu regulujg wiele proceséw
fizjologicznych. U bakterii patogennych petnig role czynnikéw wirulencji i stanowig element systemu
obrony patogenu przed stresem indukowanym przez gospodarza w odpowiedzi na zakazenie. U
organizmow eukariotycznych regulujg homeostaze komodrkowg a zaburzenia ich funkcji zwigzane sg
w rozwojem standw patologicznych. U cztowieka zidentyfikowano cztery homologiczne biatka HtrA
(HtrA1-4). Proteazom HtrA1 i HtrA3 przypisuje sie role supresorowg w rozwoju nowotworéw poprzez
ich udziat w promowaniu apoptozy, sg inhibitorami szlaku sygnalizacyjnego TGF-B a takze
uczestniczg w reorganizacji macierzy pozakomoérkowej. Proteaza HtrA2 jest biatkiem
mitochondrialnym, ktére bierze udziat w utrzymaniu homeostazy mitochondrialnej, odpowiedzi na
dziatanie czynnikéw stresowych, wykazuje tez wtasciwosci proapoptotyczne — promuje apoptoze na
réznych jej etapach. W warunkach indukowanej apoptozy HtrA2 ulega translokacji z mitochondrium
do cytozolu, gdzie degraduje biatka o funkcji antyapoptotycznej, w tym IAPs (Inhibitor of apoptosis
proteins), oraz aktywuje biatka proapoptotyczne. Ponadto, dzieki aktywnosci proteolitycznej HtrA2
przyczynia sie do sSmierci komorki na drodze niezaleznej od aktywnosci kaspaz. Z kolei zaburzenie
aktywnosci HtrA2 prowadzi do uposledzenia funkcji mitochondriéw, co powigzano z rozwojem zmian
neurodegeneracyjnych [Skérko-Glonek et al., 2013]. HirA4 nalezy do najstabiej opisanych biatek HtrA

cztowieka; udokumentowano zwigzek HtrA4 z implantacja zarodka oraz patogenezg stanu
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rzucawkowego u ciezarnych [Chen et al., 2009; Liu et al., 2018]. Zaburzenie funkcji proteaz HtrA
przyczynia sie do rozwoju choréb, w tym nowotworowych, artretycznych oraz schorzen o podtozu

neurodegeneracyjnym — choroby Parkinsona i Alzheimera [Skoérko-Glonek et al., 2013].

Moje zainteresowanie proteazami HtrA cztowieka stanowi kontynuacje badan rozpoczetych w
trakcie realizacji tematu rozprawy doktorskiej, ktéra dotyczyta zwigzku HtrA1 i HtrA2 z odpowiedzig na
stres oraz rozwojem nowotworu nerki u chomika syryjskiego (Mesocricetus auratus). Z moich
doswiadczen wynikato, ze ekspresja gendw HTRA zmienia sie pod wplywem estrogenizaciji;
indukowany estradiolem stres oksydacyjny stymulowat ekspresje HTRA17, natomiast diugotrwata
estrogenizacja powodowata wzrost ekspresji HTRA2 i spadek ekspresji HTRA1, co wskazywato
posrednio na zwigzek biatek HtrA zaréwno z ochrong komorki przed skutkami dziatania czynnikéw

stresowych, jak i z karcynogenezg hormonozalezna.

Wstepem do kontynuacji badan stat sie przeglad literatury dotyczacej biatek HtrA, ktory
zaowocowat napisaniem pracy przegladowej [1]. Chociaz wiedza na temat biatek HtrA cztowieka byta
w tym czasie ograniczona, zebrane dane wskazaty na istotne zaangazowanie proteaz HtrA cztowieka
w utrzymanie homeostazy komodrkowej poprzez regulacje szlakéw sygnalizacji i odpowiedzi na
dziatanie czynnikéw stresowych. Z drugiej strony, wyniki prac dowiodty, ze proteazy HtrA sg jednymi
z kluczowych regulatorow apoptozy i anoikis — mechanizmoéw $mierci, ktérych zaburzenie otwiera
droge transformacji nowotworowej i metastazie, oraz wskazaly na istnienie korelacji miedzy
uposledzeniem funkc;ji lub utratg proteaz HtrA a rozwojem stanéw patologicznych. Tak zréznicowane
funkcje biatek HtrA w fizjologii komorki nasuneto pytanie o molekularny mechanizm ich dziatania,
dzieki ktéremu w zaleznosci od obecnosci specyficznego czynnika nastepuje aktywacja lub
wytgczenie proteazy, co w konsekwenciji inicjuje przej$cie miedzy stanem promujgcym przetrwanie
komorki a skierowaniem jej na droge apoptozy. Zrozumienie tego mechanizmu mogtoby mie¢
znaczenie nie tylko poznawcze, ale tez aplikacyjne dzieki wykorzystaniu proapoptotycznych

wiasciwosci proteaz HtrA w terapii choréb.

W roku 2002 po raz pierwszy poznano strukture biatka HirA cztowieka. Na podstawie analizy
krystalograficznej rozwigzano strukture przestrzenng biatka HtrA2 w formie nieaktywnej [Li et al., 2002].
Zostat tez zaproponowany teoretyczny model aktywacji tej proteazy. Model ten zostat wsparty o
nieliczne dostgepne woéwczas dane eksperymentalne, biochemiczne i biofizyczne. HtrA2 jest
homotrimerem o ksztatcie piramidy z domenami proteazowymi tworzgcymi rdzen struktury i domenami
PDZ u jej podstawy. Zgodnie z zatozeniami modelu aktywnos¢ HtrA2 jest regulowana allosterycznie z
udziatem domeny PDZ. W konformaciji nieaktywnej (,zamknietej”) C-koncowy fragment domeny PDZ
oddziatuje z domeng proteazowg blokujgc dostep do centrum aktywnego. Zwigzanie peptydu do
hydrofobowej szczeliny wigzgcej w domenie PDZ powoduje zmiany konformacyjne prowadzgce do
odstonigcia przez domeneg PDZ miejsca aktywnego. Biatko przyjmuje konformacje aktywna (,otwartg”),
czemu towarzyszy aktywacja proteazy [Li et al., 2002]. Ponadto, istniaty przestanki przemawiajgce za
tym, ze aktywacja przez peptyd allosteryczny i aktywacja poprzez wzrost temperatury mogg

przebiega¢ podobnie [Martins et al., 2003]. Model ten stat sie punktem wyjscia dla badan zmierzajgcych
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do eksperymentalnego zweryfikowania mechanizmu regulacji HtrA2 poprzez poznanie molekularnych
zdarzen towarzyszgcych aktywacji proteazy. Wyniki tych badan wchodzg w sktad niniejszego

osiggniecia.

Prace w tym kierunku zapoczatkowane zostaty analizg biochemiczng HirA2, ktéra dowiodia,
ze HtrA2 wykazuje kinetyke proteolizy typowg dla enzymoéw allosterycznych, a aktywno$¢ proteazy
wzrasta wraz ze wzrostem temperatury. Wyniki te byly zgodne z modelem regulacji allosterycznej
proteazy [Li et al., 2002] oraz w sposOb posredni przemawiaty za postulowang dla biatek HtrA rolg
fizjologiczng zwigzang z odpowiedzig na dziatanie czynnikéw stresowych, w tym temperatury
podwyzszonej ponad fizjologiczng warto$¢ [Clausen et al., 2011]. Ponadto, uzyskane wyniki pokazaty,
ze HtrA2 aktywowane przez podwyzszong temperature nie jest dalej stymulowane przez peptyd
wigzacy sie do szczeliny w domenie PDZ. Wynik ten stanowit argument przemawiajgcy za
podobienstwem zmian towarzyszacych aktywacji termicznej HtrA2 do tych indukowanych przez

peptyd allosteryczny oraz pozostawat w zgodzie z wynikami uzyskanymi przez [Martins et al., 2003].

Zgodnie z zatozeniami modelu zmiany strukturalne towarzyszgce aktywacji proteazy
zachodzg na styku domeny proteazowej (PD) i domeny PDZ, i prowadzg do przemieszczenia domeny
PDZ blokujgcej dostep do centrum aktywnego. W konsekwencji aktywnos¢ enzymu rosnie. Czerpigc
z wczesniejszych doswiadczen wynikajgcych z prac nad mechanizmem regulacji proteazy HtrA E. coli
[Sobiecka-Szkatuta et al., 2009] podjetam badania zmierzajgce do zweryfikowania zatozenn modelu
aktywacji HtrA2 z wykorzystaniem technik spektroskopowych w celu monitorowania zmian
strukturalnych towarzyszacych aktywacji termicznej proteazy. Do rejondéw styku domen, w tym
szczeliny wigzgcej peptyd w domenie PDZ wprowadzone zostaty pojedyncze reszty tryptofanu (Trp).
Dzieki wtasciwosciom spektralnym Trp stanowit swoistg molekularng sonde, ktéra wprowadzona do
danego rejonu biatka umozliwiata $sledzenie lokalnych zmian konformacyjnych indukowanych pod
wptywem temperatury. Analiza wynikow, w tym parametrow wygaszania fluorescencji reszt Trp za
pomocg akryloamidu oraz maksimum fluorescencji Trp pokazaty, ze pod wplywem wzrostu
temperatury powierzchnie styku domen stajg sie bardziej dostepne dla srodowiska, zmiany
strukturalne zalezg od temperatury i sg najwyrazniejsze w zakresie temperatur 30-35°C. Co wiecej,
uzyskane dane przemawiaty za sekwencyjnym modelem zmian, w ktdrym wzrost temperatury indukuje
najpierw zmiany w obrebie domeny PDZ, a nastepnie w domenie proteazowej. Powyzsze wyniki
sugerowaly, ze aktywacji termicznej HtrA2 towarzyszy rozluznienie struktury proteazy. Okazjg do
zweryfikowania tego przypuszczenia byta wspédtpraca z dr Agnieszkg Polit z Katedry Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Aby oszacowa¢ ewentualne zmiany w
wielkosci czasteczki HtrA2, ktore Swiadczytyby o zachodzacych w trakcie aktywacji termicznej
zmianach strukturalnych zastosowana zostata metoda dynamicznego rozpraszania swiatta (Dynamic
Light Scattering, DLS). Analiza parametréw hydrodynamicznych wskazata na stopniowy wzrost
wartosci promienia hydrodynamicznego oligomeru HtrA2 oraz jego stabilno$¢ w zakresie temperatur
20-45°C. Wyniki te stanowity potwierdzenie tezy, ze termicznej aktywacji proteazy towarzyszy

rozluznienie struktury.
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Zaproponowano hipoteze, ze w utrzymaniu struktury HtrA2 istotng role petnig oddziatywania
hydrofobowych reszt aminokwasowych rejonéw znajdujgcych sie na styku domen — struktury p11 i
B12 domeny proteazowej oraz 14 i o5 domeny PDZ [Li et al., 2002]. Podjetam prébe eksperymentalnej
weryfikacji tego zatozenia. Uzyskane wyniki pokazaty, ze substytucje wybranych reszt hydrofobowych
nalezacych do rejonéw B11 i B12 na reszty o charakterze hydrofilowym (V325D, 1329N, F331Y)
powodowaty utrate aktywnosci proteazy. Ponadto, dwie substytucje (V226K, R432L) prowadzgce do
ostabienia interakcji pomiedzy domeng proteazowag (PD) i domeng PDZ spowodowaty znaczacy
wzrost aktywnosci proteazy. Wyniki te potwierdzity istotne znaczenie oddziatywan hydrofobowych z
udziatem reszt aminokwasowych zlokalizowanych na styku domen w stabilizacji struktury proteazy.
Ponadto, dowiodly w sposdb posredni, ze ostabienie interakcji miedzy domeng PDZ i PD moze istotnie
wptywaé na otwarcie struktury i wzrost aktywnosci HtrA2 podczas aktywacji termicznej. Powyzsze

wyniki ztozyly sie na prace [3].

Kontynuacje prac nad mechanizmem aktywacji termicznej HtrA2 stanowita proba poznania
sekwencji zdarzen molekularnych sktadajgcych sie na ten proces, poprzez zbadanie oddziatywan
istotnych w stabilizacji struktury domeny proteazowej w obrebie monomeru oraz interakcji miedzy
sgsiadujgcymi podjednostkami trimeru, a takze roli petli regulatorowych. Na podstawie analizy
struktury przestrzennej HtrA wytypowane zostaty rejony kluczowe dla kontaktu migdzy domenami PDZ
i proteazowg (helisa a5 i ni¢ B14 domeny PDZ z C-koncowg B-beczkg PD, oraz ni¢ 13 i helisa a7
domeny PDZ z N-koncowg B-beczkg PD). Do sledzenia zmian konformacyjnych indukowanych przez
wzrost temperatury miedzy wybranymi elementami tych rejondw zostata wykorzystana metoda
gaszenia fluorescencji przez Trp (Tryptophan-induced Quenching, TriQ). Metoda TriQ wykorzystuje
zdolnos¢ gaszenia fluorescencji pochodnych bimanu przez Trp, w sytuacji gdy fluorofor i reszta Trp
znajdujg sie w bliskiej odlegtosci 5-15 A [Mansoor et al., 2010]. Wyniki uzyskane metodg TriQ pokazaty,
ze indukowane wzrostem temperatury zmiany strukturalne zachodzg wewnatrz monomeru (petla L3
zwieksza odlegtos¢ od domeny PDZ, ni¢ 14 domeny PDZ zbliza sie do obu beczutek B, ni¢ 13
oddala sie od petli LC i LB N-koncowej beczutki, petle flankujace p15 domeny PDZ zwigkszajg
odlegtos¢ od domeny proteazowej) a takze, co istotne, majg miejsce w rejonach kontaktu miedzy
sgsiadujgcymi podjednostkami (zwigksza sie dystans miedzy helisg o5 domeny PDZ a petlami LD* i
L1* domeny proteazowej sgsiedniego monomeru) (* oznacza element strukturalny sasiedniej
podjednostki). Pojawito sie wiec przypuszczenie, ze ostabienie interakcji migdzy elementami struktury
domen PDZ i PD w rejonach kontaktu domen bedzie sprzyja¢ aktywacji proteazy. Aby zweryfikowaé
to zatozenie, przygotowany zostat zestaw mutein HirA2, w ktérych reszty aminokwasowe kluczowe
dla utrzymania kontaktu miedzy domeng PDZ a PD i PD* zostaty zamienione na reszty aminokwasowe
o odmiennych wiasciwosciach fizyko-chemicznych. Analiza aktywnosci proteolitycznej tychze mutein
pokazata, ze substytucje reszt aminokwasowych, ktére ostabiajg oddziatywania PDZ-PD oraz PDZ z
PD* zwigkszajg aktywno$¢ proteazy. Wynik ten sugeruje, ze destabilizacja interakcji domeny PDZ z
PD w obrebie monomeru, jak tez destabilizacja oddziatywan miedzy domeng PDZ a elementami
domeny proteazowej sgsiedniej podjednostki, promujg aktywacje HtrA2, co pozostaje w zgodzie z

wynikami uzyskanymi metodg TriQ. Ponadto, analiza uzyskanych wynikéw doprowadzita do wniosku,
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ze helisa a5 moze petnic istotng role w zmianach zachodzacych wewngtrz monomeru oraz w obrebie
PD* sasiedniej podjednostki, przez co przypuszczalnie stanowi wazny element w sekwencji zdarzen
podczas aktywaciji termicznej HtrA2. Ze wzgledu na fakt, ze utozenie triady katalitycznej w enzymie
nieaktywnym uniemozliwia katalize [Singh et al., 2011], zmiany konformacyjne w petli L1*, w obrebie
ktorej zlokalizowana jest reszta seryny tejze triady, moga sprzyja¢ przyjeciu aktywnej konformaciji

przez centrum katalityczne.

Przedstawione wyniki ztozyty sie na prace [4], w ktorej zaproponowany zostat model aktywacji
termicznej proteazy HtrA2. Zgodnie z modelem, pod wptywem temperatury zmienia si¢ potozenie
domeny PDZ wzgledem domeny proteazowej a zmiany te zachodzg w dwoch ptaszczyznach, co
wiecej, dotyczg nie tylko pojedynczego monomeru, ale przenoszone sg na sgsiadujgcg podjednostke
w trimerze HtrA2. Pod wptywem temperatury petla regulatorowa L3 zwigksza swojg odlegto$¢ od
domeny PDZ, ktéra przesuwa sie wzdtuz powierzchni styku PD—PDZ w kierunku przeciwnym w
stosunku do centrum aktywnego. Ruch ten przechodzi w obrét, wskutek czego krawedz domeny PDZ
odstania centrum katalityczne, zwiekszony jest takze dostep do szczeliny wigzacej peptyd w domenie
PDZ. Jednoczesnie zmiany przenoszone sg na sgsiednig podjednostke, w szczegolnosci zas dotyczg

petli L1*, gdzie znajduje sie reszta seryny centrum aktywnego PD*.

Zaproponowany model aktywacji termicznej HtrA2 nie dawat odpowiedzi na pytanie, czy
sekwencja zdarzen towarzyszgcych aktywacji przez peptyd jest podobna do zmian zachodzacych
podczas aktywacji termicznej. Odpowiedz na to pytanie stanowita wyzwanie, poniewaz struktura
krystaliczna HtrA w formie aktywnej nie zostata poznana — opublikowana byta jedynie struktura HtrA2
S306A, w ktérej seryna centrum aktywnego byta wymieniona na alanine. Ponadto, w strukturze nie
byly ujawnione elementy tgcznika pomiedzy PD a PDZ oraz istotnej dla aktywacji petli L3 nalezacej
do PD. We wspotpracy z dr Arturem Gietdoniem (obecnie: dr hab.) z Zespotu Prof. dr hab. Jerzego
Ciarkowskiego z Katedry Chemii Teoretycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego oraz z dr
Grzegorzem Dubinem (obecnie: Prof. dr hab.) z Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego zostata wymodelowana uzupetniona struktura aktywnego HtrA2 a takze struktury,
skonstruowanych i scharakteryzowanych przeze mnie pod wzgledem biochemicznym wariantéw
HtrA2 V226K i HtrA2 V325D. Pozycje 226 i 325 lezg w rejonach oddziatywan hydrofobowych reszt
aminokwasowych potozonych na styku PD i domeny PDZ. Oddziatywania te sg istotne dla utrzymania
struktury proteazy. Substytucja V325D powodowata utrate aktywnosci proteolitycznej HtrA2,
substytucja V226K skutkowata jej podwyzszeniem. Reszta V226, bedg czescig petli tgczacej nici g5 i
6 domeny proteazowej, w konformac;ji nieaktywnej lokuje sie naprzeciwko szczeliny wigzgcej peptyd
domeny PDZ i ogranicza do niej dostep liganda. Tak wiec substytucja zmieniajgca interakcje w tym
rejonie mogtaby sprzyja¢ otwarciu struktury podczas aktywacji. Wariant ten wraz z wariantem HtrA2
V325D zostaly wigczone do badan in silico zmierzajacych do poznania sekwencji zdarzen
towarzyszacych aktywacji HtrA2 przez peptyd, ale takze podejmujgcych probe odpowiedzi na pytanie
o podstawy molekularne podwyzszonej aktywnosci proteazy spowodowanej substytucjg V226K. W
tym celu wykonana zostata symulacja dynamiki molekularnej tych struktur z peptydowym ligandem

GWTMFWV wigzgcym sie do domeny PDZ, oraz bez liganda. Krystaliczna struktura izolowanej
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domeny PDZ z tym peptydem byta wczesniej opisana [Zhang et al., 2007]. Wyniki badan in silico
wskazaty, ze wigzanie peptydu powoduje rotacje domeny PDZ w stosunku do PD o kat ok. 30-50° w
SposoOb przypominajacy otwarcie wieczka, w trimerze HtrA2 ruchy te przypominajg otwierajacy sie pak
kwiatu i postepujg sekwencyjnie w ciggu 50 ns symulacji. Otwarcie to powoduje odkrycie centrum
katalitycznego enzymu. Domeny PDZ otwieraty sie dynamicznie w proteazie typu dzikiego
(niezmutowanej), natomiast ruch ten nie byt obserwowany w strukturze nieaktywnego biatka HtrA2
V325D. Pod nieobecnos¢ peptydu ruch domeny PDZ w stosunku do PD wydawat sie by¢ bardziej
subtelny, a powierzchnie styku domen ulegaty ekspozycji jedynie w niewielkim stopniu. Na podstawie
analizy wynikéw badan in silico i wynikow badan in vitro mozna przypuszczac¢, ze cho¢ mechanizm
aktywacji termicznej proteazy oraz przez peptyd majg wspdiny ogdlny schemat, to mogg istnie¢
réznice pomiedzy nimi. W trakcie opisanych badan rozwigzana zostata krystaliczna struktura biatka
HtrA2 V226K o podwyzszonej aktywnosci, kidra okazata sie by¢ praktycznie identyczna ze strukturg
HtrA2 S306A. Molekularne podstawy wzrostu aktywnosci tego wariantu HtrA2 nie zostaty na tym

etapie wyjasnione. Wyniki te zostaty zebrane i opublikowane w pracy [5].

Wyniki uzyskane w pracach [3], [4], [5] dostarczyty argumentow za allosterycznym
mechanizmem regulacji HtrA2 w oparciu o domene PDZ. Podczas aktywacji dochodzi do zmian
konformacyjnych na styku domeny PDZ i PD, ktére prowadzg do zniesienia hamujgcego dziatania
domeny PDZ, odstonigcia centrum katalitycznego oraz zwigkszenia dostepu do szczeliny wigzacej w
domenie PDZ. Zmiany te w potgczeniu z ruchami petli regulatorowych prowadzg do uzyskania
wiasciwej geometrii centrum katalitycznego i przeniesienia sygnatu allosterycznego na sgsiednie
podjednostki w trimerycznej strukturze proteazy. Mechanizmy aktywacji termicznej i przez zwigzanie

peptydu do szczeliny w domenie PDZ moga mie¢ podobne schematy.

Zwienczeniem badan nad molekularnym modelem aktywacji HirA2 stata sie praca [6], ktéra
podsumowuje dotychczasowe badania nad strukturg i mechanizmami regulacji aktywnosci proteaz

HtrA cztowieka, wliczajgc prace [3], [4], [5], ktdrych jestem wspotautorem.

Obok tematyki zwigzanej z molekularnym mechanizmem dziatania HtrA2 moje
zainteresowanie wzbudzit watek powigzan proteaz HtrA z onkogenezg. Wnioski ptyngce z danych
literaturowych sugerowaty, ze biatka te mogg zajmowac zasadnicze miejsce w mechanizmach
patogenezy nowotworéw oraz stanowi¢ potencjalne molekularne markery w diagnostyce i leczeniu
tych chordb [1]. Badania w tym kierunku umozliwita wspotpraca z dr n. med. Tomaszem Stefaniakiem
(obecnie: dr hab. n. med.) i dr Jarostawem Kobielg (obecnie: dr hab. n. med.) z Zespotu Prof. dr hab.
Zbigniewa Sledzinskiego z Kliniki Chirurgii Ogélnej, Transplantacyjnej i Endokrynologicznej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Moja uwaga skupita sie na patogenezie nowotworow tarczycy
oraz patogenezie raka jelita grubego. Nowotwory tarczycy to najczesciej spotykane nowotwory uktadu
wewnatrzwydzielniczego, do ktérych nalezg guzy tagodne oraz nowotwory ztosliwe, w tym raki
pecherzykowy i brodawkowaty stanowigce ok. 90% nowotwordéw ztosliwych tarczycy [Fagin & Wells,
2016]. Z kolei rak jelita grubego nalezy do grona najczesciej diagnozowanych nowotworéw ztosliwych

na $wiecie, w szczegolnosci w krajach wysokorozwinietych, i zajmuje czwarte miejsce wsrdd przyczyn
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$mierci z powodu choroby nowotworowej [Arnold et al., 2017; Kuipers et al., 2015]. Celem badan byta
odpowiedz na pytanie o zwigzek biatek HtrA1-3, w tym izoform HtrA3, z patogenezg wybranych
nowotwordéw. Biatko HtrA3 zostato zidentyfikowane jako proteaza zwigzana z rozwojem cigzy [Nie et
al., 2003]. Przypisuje sie jej role supresorowg w rozwoju niektérych typdw nowotworow [Skérko-Glonek
et al., 2013]. HtrA3 moze wystepowa¢ w komodrce w formie dwéch izoform, bedgcych efektem
alternatywnego skfadania RNA: diugiej (HtrA3L) oraz krotkiej (HtrA3S). HtrA3S pozbawiona jest
domeny PDZ, a jej miejsce zajmuje unikalna C-koncowa sekwencja [Nie et al., 2003]. Nasuneto sie
pytanie o znaczenie wystepowania w komérce dwoch izoform; rola izoform HtrA3 w fizjologii komorki
i znaczenie w rozwoju standw patologicznych nie byta znana. Brak domeny PDZ czyni HtrA3S
unikatowym wsrdd biatek z rodziny HtrA. Tym bardziej pytanie o zwigzek izoform HtrA3 z onkogenezag

stato sie niezwykle intrygujace.

Do badan nad zwigzkiem HtrA1-3 z patogenezg nowotwordw tarczycy zostato wigczonych 40
chorych leczonych z powodu guzéw tagodnych i ztosliwych tarczycy. W tkance nowotworowej oraz
kontrolnej (makroskopowo niezmienionej tkance tarczycy) zostata zbadana ekspresja genow HTRA1-
3 poprzez oznaczenie poziomu biatek HtrA technikg immunoblottingu. Okazato sie, ze poziom biatek
HtrA2 i HtrA3S byt podwyzszony w tkance raka tarczycy w poréwnaniu z tkanka kontrolng oraz tkankag
guza tagodnego, natomiast poziom HtrA3L byt wyzszy w tkance raka tarczycy w poréwnaniu z guzem
tagodnym, co sugeruje zwigzek zmian w ekspresji HTRA2 i HTRA3, w tym ekspresji wariantow HTRA3
z onkogenezg tarczycy. Co ciekawe, poziom HtrA3L byt podwyzszony w tkance kontrolnej
pochodzgcej od chorych z rakiem tarczycy w odniesieniu do tkanki nowotworowej i kontrolnej tarczycy
pochodzgcych od chorych z guzem tagodnym, co sugeruje, ze wyzszy poziom HtrA3L w prawidtowej
tkance tarczycy moze mie¢ zwigzek z rozwojem nowotworu ztosliwego tego gruczotu. Ponadto, rak
brodawkowaty i pecherzykowy réznity sie ekspresja HTRA1 i HTRAS3S; poziom HtrA1 byt obnizony w
raku brodawkowatym, natomiast poziom HtrA3S byt podwyzszony w raku pecherzykowym, co
sugeruje, ze ekspresja HTRA1/3S moze byé powigzana z typem histologicznym. Uzyskane wyniki
pokazaty po raz pierwszy, ze w przebiegu karcynogenezy ekspresja wariantow HTRA3 moze byc¢
zréznicowana oraz zalezna od typu histologicznego nowotworu. Mozna zatem przypuszczac
odmienng funkcje tych izoform w patogenezie guzéw tarczycy. Zebrane wyniki ztozyty sie na prace
[2].

Rozpoczynajgc badania nad udziatem proteaz HtrA w patogenezie raka jelita grubego
nawigzatam wspotprace z Zespotem Prof. dr hab. n. med. Zbigniewa Kmiecia z Katedry Histologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz dr n. med. Rafatem Peksg z Zespotu Prof. dr hab. n. med.
Wojciecha Biernata z Zaktadu Patomorfologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Owocem tej
wspotpracy stata sie praca [7]. Do badania wigczonych zostato 65 przypadkow — chorych leczonych z
powodu raka jelita grubego, od ktérych pobrano tkanke nowotworowg oraz kontrolng (makroskopowo
niezmieniong Sluzéwke jelita grubego). W materiale tkankowym oznaczona zostata ekspresja genow
HTRA1-3; poziom mRNA zostat oznaczony metodg PCR w czasie rzeczywistym, natomiast poziom
biatka, technikg immunoblottingu. Uzyskane wyniki pokazaty, ze poziom mRNA HTRA1 byt

podwyzszony w tkance nowotworowej, w szczegolnosci w guzach pierwotnych pochodzgcych od
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chorych na raka jelita grubego w stadium zaawansowanym (lll i IV stopien zaawansowania okreslony
wg skali TMN [Amin et al, 2017]), natomiast poziom mRNA HTRA2 byt obnizony w tkance
nowotworowej. Ponadto, w tkance nowotworowe;j jelita grubego poziom biatek HtrA1 i HtrA2 byt
obnizony, w szczegdlnosci w guzach pochodzacych od chorych w stadium zaawansowanym choroby.
Wyniki te sugerujg, ze wsrdéd gendw HTRA, ekspresja HTRAT i HTRA2 zmienia sie w przebiegu
onkogenezy jelita grubego, co wiecej, zmiany te moga by¢ zwigzane z potencjatem nowotworu do
tworzenia przerzutow. W poszukiwaniu przyczyny obserwowanych zmian w ekspresji HTRA1/2
sprawdzono, czy istnieje powigzanie miedzy poziomem transkryptu gendéw HTRA a niestabilnoscig
mikrosatelitarng (MSI, microsatellite instability). Wystepowanie MSI jest zwigzane z dysfunkcjg
systemu naprawy btednie sparowanych zasad DNA (DNA mismatch repair) i lezy u podstaw jednej z
trzech sciezek molekularnych odpowiedzialnych za rozwdj raka jelita grubego (obok $ciezki zwigzanej
z niestabilnoscig chromosomalng (chromosomal instability) oraz $ciezki zwigzanej z fenotypem
metylatorowym (CIMP, CpG Island methylator phenotype) [Mundade et al., 2014]. W prezentowanej
pracy wystepowanie MSI zostato zbadane przez oznaczenie w tkance nowotworowej polimorfizmu
sekwencji mikrosatelitarnych nalezgcych do panelu markerow rekomendowanych do definiowania
statusu stabilnosci mikrostatelitarnej raka jelita grubego [Boland et al., 1998]. Na tej podstawie mozliwe
bytlo wyrdznienie nowotworéow charakteryzujgcych sie stabilnoscig mikrosatelitarng (MSS,
microsatellite stability), oraz wystepowaniem niestabilnosci mikrosatelitarnej stopnia wysokiego (MSI-
H) i niskiego (MSI-L), i nastepnie poszukiwanie korelacji miedzy tak zdefiniowanym statusem
nowotworu a ekspresjg gendow HTRA. Uzyskane wyniki pokazaty, ze poziom mRNA HTRA1 oraz
poziom mRNA HTRAZ2 byly obnizone w grupie nowotworéw z MSI-H w poréwnaniu z nowotworami z
MSS. Co wiecej, w przypadku HTRA1, poziom transkryptu byt podwyzszony w guzach z MSS w
poréwnaniu z poziomem transkryptu w tkance kontrolnej. Wyniki te pokazaty, ze poziom mRNA genéw
HTRA1i HTRAZ2 spada wraz ze wzrostem MSI, co sugeruje, ze obserwowane zmiany w ekspres;ji tych
gendéw moga by¢ zwigzane, przynajmniej czesciowo, ze zjawiskiem niestabilnosci mikrosatelitarne;.
Niezwykle ciekawa obserwacja wynikata z analizy krzywych przezycia chorych; krétszy byt czas
przezycia chorych, u ktérych poziom jednego z biatek HtrA (HtrA1 lub HtrA2) w tkance nowotworowej
byt obnizony, co wiecej, gdy poziom obydwu biatek HtrA byt obnizony efekt ten kumulowat sie.
Ponadto, co ciekawe, nie ulegta zmianie ekspresja HTRA3L i HTRAS3S. Biorgc pod uwage wyniki,
ktore ztozyty sie na prace [2] mozna przypuszczaé, ze zwigzek izoform HtrA3 z transformacjg
nowotworowg moze by¢ odmienny w zaleznosci od typu nowotworu. Wyniki pracy [7] stanowig
interesujgcy punkt wyjsciowy do szczegdtowych badan nad charakterystykag proteaz HtrA w raku jelita
grubego oraz nad przydatnoscig oznaczania biatek HtrA jako markeréw w diagnostyce i leczeniu tego

typu raka.

Podsumowujac, najwazniejsze odkrycia cyklu prac sktadajgcych sie na moje osiggniecie

naukowe to:

» Wykazanie, ze podczas wzrostu temperatury dochodzi do zmian konformacyjnych na styku
domeny PDZ i domeny proteazowej (PD) prowadzgcych do rozluznienia struktury proteazy HtrA2.

Zmiany te majg charakter sekwencyjny, najpierw zachodzg w domenie PDZ, nastepnie w PD.
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* Wykazanie, ze oddziatywania hydrofobowe z udziatem reszt aminokwasowych potozonych
na styku powierzchni domen sg istotnym elementem stabilizujgcym strukture HtrA2, oraz ze podczas
aktywacji termicznej dochodzi do zmiany charakteru oddziatywan reszt aminokwasowych z rejonéw
bliskiego kontaktu domen, co sprzyja otwarciu struktury i zwigkszeniu dostepu do szczeliny wigzacej

peptyd w domenie PDZ i centrum katalitycznego proteazy.

* Wykazanie, ze podczas aktywacji termicznej domena PDZ zmienia swoje potozenie
wzgledem PD wewnatrz monomeru, czemu towarzyszg zmiany konformacyjne petli requlatorowej L3,
oraz wzgledem domeny proteazowej sgsiedniej podjednostki, co indukuje zmiany strukturalne petli
L1*, gdzie zlokalizowana jest seryna centrum katalitycznego. Stwierdzenie, ze helisa a5 stanowi
wazny element posredniczacy w zmianach wewnatrz monomeru oraz miedzy podjednostkami w

trimerze.

+ Stwierdzenie, ze mechanizm aktywacji termicznej proteazy HtrA2 moze mie¢ podobny

schemat jak aktywacja poprzez peptyd allosteryczny.

« Zaproponowanie schematu regulacji HtrA2, w ktérym w trakcie aktywacji zmienia sie
potozenie domeny PDZ wzgledem PD. Domena PDZ przesuwa sie¢ wzdtuz powierzchni styku PD—PDZ
w kierunku przeciwnym w stosunku do centrum aktywnego. Ruch ten przechodzi w obrot, wskutek
czego krawedz domeny PDZ odstania centrum katalityczne oraz zwigksza sie dostep do szczeliny
wigzgcej peptyd w domenie PDZ. Jednocze$nie zmiany przenoszone sg na sgsiednig podjednostke
w trimerze, w szczegoélnosci dotyczg petli L1*, czego skutkiem jest przyjecie aktywnej konformacji

przez centrum katalityczne.

» Wykazanie, ze ekspresja genow HTRA1-3, w tym wariantéw HTRA3 — HTRASL i HTRAS3S,
zmienia sie w rozwoju raka tarczycy, co posrednio sugeruje zwigzek biatek HtrA z patogenezg

nowotworu tarczycy oraz odmienng funkcje izoform HtrA3 w rozwoju tego typu nowotworu.

» Wykazanie, ze ekspresja gendéw HTRA1/2 zmienia si¢ w przebiegu karcynogenezy jelita
grubego i moze byé¢, przynajmniej czesciowo, zwigzana ze zjawiskiem niestabilnosci mikrosatelitarnej
(MSI). Poziom biatek HtrA1 i HtrA2 jest obnizony w raku jelita grubego i koreluje z krétszym czasem

przezycia chorych, co wiecej, gdy poziom obydwu biatek HtrA jest obnizony, efekt ten kumuluje sie.

« Stwierdzenie, ze ekspresja wariantéw HTRA3L i HTRA3S moze by¢ odmienna w przebiegu

karcynogenezy i zréznicowana w zaleznosci od typu nowotworu.

Wymienione rezultaty badan umozliwity wnikniecie w molekularne szczegoéty aktywacji
proteazy HtrA2 a tym samym przyczynity sie do uzupetnienia wiedzy o sposobach regulacji biatek z
rodziny HtrA. Wiedza ta moze stanowi¢ punkt wyjscia w kierunku badan nad opracowaniem
czgsteczek modulujgcych aktywnos$c¢ proteazy HtrA2 w oparciu o dziatanie allosteryczne. Zwazywszy
na proapoptotyczne wiasciwosci HtrA2 czgsteczki takie mogtyby znalez¢ zastosowanie w terapii
choréb, w tym choréb nowotworowych. Ponadto, rezultaty badan uzupetniajg dotychczasowg wiedze

na temat zwigzku biatek HtrA z patogenezg nowotworéw i moga stanowi¢ punkt wyjscia do badan nad

12



Zatgcznik 3. Autoreferat Dr Dorota Zurawa-Janicka

rolg tych proteaz w mechanizmach karcynogenezy oraz ich wykorzystaniem jako markeréw

nowotworowych.
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa albo artystyczng realizowang w

wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej

Po ukonczeniu studiéw, bedac cztonkiem Zespotu kierowanego przez Prof. dr hab. Barbare
Lipinska, zostatam zaangazowana w badania zmierzajagce do scharakteryzowania molekularnego
mechanizmu dziatania proteazy HtrA E. coli. W oparciu o metody krystalografii rentgenowskiej
podjeliSmy probe poznania struktury przestrzennej HtrA E. coli. Prace doswiadczalne nad uzyskaniem
monokrysztatéw biatka HtrA E. coli prowadzitam w pracowniach Centrum Badan Biokrystalicznych
(CBB) Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu w okresie od stycznia do czerwca 2001 roku
[Zatacznik 7]. W tym czasie uczestniczytam takze w seminariach naukowych CBB. Mimo uzyskania
obiecujgcych wynikéw wstepnych prace nasze zostaty zawieszone — w 2002 roku struktura HtrA E.

coli zostata rozwigzana przez inny zespot.

Badania zmierzajgce do poznania molekularnego mechanizmu regulacji proteazy HtrA2
wymagaty szczegotowej analizy struktury tego biatka. W tym czasie nawigzatam blizszg wspotprace z
dr Arturem Gietdoniem (obecnie: dr hab.) z Zespotu Prof. dr hab. Jerzego Ciarkowskiego z Katedry
Chemii Teoretycznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, ktéry posiada doswiadczenie w
analizie i modelowaniu struktur przestrzennych molekut oraz byt zaangazowany we wczesniejsze
badania nad charakterystyka strukturalng proteazy HtrA E. coli prowadzone przez dr Joanne Skoérko-
Glonek (obecnie: Prof. dr hab.) [Sobiecka-Szkatuta et al., 2009]. Wspotprace tg zapoczatkowata
dyskusja nad uzyskanymi przez mnie wynikami testow in vitro aktywnosci proteolitycznej mutein HtrA2
w kontekscie zmian strukturalnych zachodzgcych na styku domeny PDZ i PD, indukowanych
wprowadzonymi substytucjami reszt aminokwasowych. Wspétpraca ta trwajgca nieprzerwanie kilka
lat data mozliwos¢ konfrontacji i dyskusji wynikow uzyskanych w warunkach in vitro, badan
spektroskopowych i analiz biochemicznych, w ktorych bratam udziat, z wynikami analizy struktury
przestrzennej proteazy i modelowania molekularnego. Przyczynita sie do powstania modelu

mechanizmu aktywacji HtrA2. Wyniki te zostaty opublikowane w pracach [3], [4], [5].
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W trakcie badan nad modelem termicznej aktywacji nawigzatam wspoiprace z dr Agnieszkg
Polit z Katedry Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego, ktéra posiada
doswiadczenie w badaniach oddziatywan makroczgsteczek z wykorzystaniem metod spektroskopii
fluorescencyjnej oraz znakowaniu czgsteczek znacznikami fluorescencyjnymi. Kontakt z dr A. Polit
nawigzatam podczas 46. Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Krakowie w 2011 roku.
Dzieki temu planowatam doswiadczenia z wykorzystaniem metody TriQ. Ponadto, wynikiem podjetej
wspotpracy jest analiza parametréw hydrodynamicznych oligomeru HtrA2 wykonanych metodg DLS,
ktorej wyniki potwierdzity teze, ze termicznej aktywacji proteazy towarzyszy rozluznienie struktury.

Powyzsze wyniki zostaty opublikowane w pracy [3].

W roku 2012 nawigzatam wspotprace z dr Grzegorzem Dubinem (obecnie: Prof. dr hab.) z
Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego. Impulsem do kontaktu z dr
Dubinem stata sie proba wyjasnienia zwiekszonej aktywnosci proteolitycznej jednej z mutein HtrA2
(HtrA2 V226K). Dzieki podjetej wspotpracy z dr G. Dubinem (Obecnie: Prof. dr hab.) rozwigzana

zostata struktura przestrzenna tej muteiny, a uzyskane wyniki zostaty opublikowane [5].

Badania nad zwigzkiem biatek HtrA cziowieka z patogenezg wybranych nowotworéw
prowadzone byly we wspotpracy z dr n. med. Tomaszem Stefaniakiem (dr hab. n. med.) i dr n. med.
Jarostawem Kobielg (dr hab. n. med.) z Zespotu Prof. dr hab. n. med. Zbigniewa Sledzinskiego z Kliniki
Chirurgii Ogolnej, Transplantacyjnej i Endokrynologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Dzieki temu mozliwe byto zaplanowanie i przeprowadzenie badan biochemicznych na materiale
tkankowym pochodzgcym od chorych leczonych z powodu nowotworéw tarczycy. Wyniki tych badan
zostaly opublikowane w [2]. W 2015 roku, rozpoczynajgc badania nad biatkami HtrA w patogenezie
raka jelita grubego, nawigzatam takze wspotprace z Zespotem kierowanym przez Prof. dr hab. n. med.
Zbigniewa Kmiecia z Katedry Histologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, ktéry posiada
wieloletnie doswiadczenie w badaniach nad patogenezg chordéb jelita grubego. W okresie od wrzesnia
2015 r. do maja 2017 r. prowadzitam prace do$wiadczalne w pracowniach Katedry Histologii GUMed
[Zatacznik 7], ktére obejmowaty oznaczenie ekspresji genow HTRA w materiale tkankowym
pochodzgcym od chorych na raka jelita grubego z wykorzystaniem techniki PCR w czasie
rzeczywistym oraz oznaczenie lokalizacji biatek HtrA preparatach tkankowych w oparciu o barwienie
immunohistochemiczne. Ponadto, bratam tez udziat w badaniach nad zwigzkiem miedzy ekspresjg
TNFSF15 a rozwojem raka jelita grubego. Kontynuujgc badania nad zwigzkiem biatek HtrA z rozwojem
raka jelita grubego nawigzatam kontakt z dr n. med. Rafatem Peksg z Zespotu Prof. dr hab. n. med.
Wojciecha Biernata z Zaktadu Patomorfologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. W ramach
wspotpracy preparaty tkankowe zostaty poddane ocenie histologicznej i immunohistochemicznej, a na
tej postawie zostata okreslona lokalizacja biatek HirA w niezmienionej sluzéwce jelita i tkance raka
jelita grubego. Owocem zrealizowanych we wspétpracy badan jest publikacja wchodzaca w skfad
osiggniecia naukowego [7] oraz praca [Slebioda et al., 2019 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca nr 18],

wchodzaca do pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych.
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Literatura uzupetniajaca (poza publikacjami tworzacymi osiagniecie naukowe):
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Skoérko-Glonek J., Lipinska B. (2009). Temperature-induced conformational changes within the regulatory loops
L1-L2-LA of the HtrA heat-shock protease from Escherichia coli. BBA-Proteins Proteomics 1794: 1573-1582.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub

sztuke.

a) Osiagniecia dydaktyczne

Przygotowanie i prowadzenie zaje¢

1. Biochemia — ¢wiczenia laboratoryjne dla studentow Il roku Biologii, Oceanografii i Biotechnologii; od
1999r do 2013r — prowadzenie zaje¢, funkcja koordynatora ¢wiczen w latach 2010-2013, udziat w

opracowaniu programu zajec

2. Biochemia — ¢wiczenia laboratoryjne dla studentow Il roku Bioinformatyki studiow | stopnia — funkcja

koordynatora éwiczen w roku akademickim 2012/2013

3. Wstep do biochemii — c¢wiczenia audytoryjne dla studentow Il roku Genetyki i biologii

eksperymentalnej studiow | stopnia — udziat w opracowaniu programu zaje¢, prowadzenie zajec

4. Biopolimery — c¢wiczenia laboratoryjne dla studentow Il roku Bioinformatyki studiow | stopnia —

funkcja koordynatora ¢wiczen w roku akademickim 2012/2013

5. Pracowania specjalnosciowa — ¢wiczenia laboratoryjne dla studentéw Biologii studiéw Il stopnia,

specjalizacji Biologia molekularna, od 2000 roku — prowadzenie zajec

6. Fizyka z elementami biofizyki — ¢wiczenia laboratoryjne dla studentow |l roku Biologii oraz Biologii

Medycznej studiéw | stopnia, od 2011r do 2018r — prowadzenie ¢wiczen

7. Proseminarium dla studentéw lll roku Biologii studiéw | stopnia, specjalizacji Biologia molekularna,

w latach 2011 — 2013 — przygotowanie i prowadzenie zaje¢

8. Metody znakowania czgsteczek biologicznych — wyktad dla studentow Biologii | roku studiow Il

stopnia, specjalizacji Biologia molekularna, od 2012 roku — przygotowanie i prowadzenie wyktadu

9. Metabolizm — aspekty medyczne — wykiad dla studentdéw Il roku Biologii medycznej studiéw |

stopnia, od 2015 roku — przygotowanie i prowadzenie wykfadu

10. Metabolizm — aspekty medyczne — ¢wiczenia audytoryjne dla studentéw Il roku Biologii medycznej

studiéw | stopnia — od 2016 roku — prowadzenie ¢wiczen
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11. Biochemiczne podstawy funkcjonowania organizméw — wykfad dla studentéw Il roku Biologii

studiow | stopnia — od 2014 roku — przygotowanie i prowadzenie wyktadu

12. Seminarium dyplomowe — seminarium dla studentéw Il roku Biologii i Biologii medycznej studiow

| stopnia, od 2018 roku

13. Podstawy immunologii komérkowej i molekularnej — wyktfad dla studentéw Il roku Biologii, Biologii
medycznej, Genetyki i biologii eksperymentalnej studiow | stopnia, od 2019 roku — prowadzenie

wykfadu

Opieka naukowa nad studentami

1. Opieka merytoryczna nad studentami wykonujgcymi prace magisterskie (2002 — 2008), Uniwersytet
Gdanski, 5 osoby

2. Promotor 13 prac magisterskich (2010-2021), Uniwersytet Gdanski:

Galczynska N. Ekspresja genow HtrA1, HtrA2 oraz HtrA3 w nowotworach tarczycy. (2010). Kierunek:

Biologia, specjalnosc¢: biochemia.

Chrzanowska E. Ekspresja genu TGF-B1 w nowotworach tarczycy. (2010). Kierunek: Biologia,
specjalnosé: biologia eksperymentalna.

Glaza P. Klonowanie i ekspresja ludzkiego genu HtrA3. (2011). Kierunek: Biologia, specjalnosc¢:

biologia molekularna.

Lubomska A. Mechanizm dziatania proteazy HtrA2 cztowieka. (2011). Kierunek: Biologia, specjalnosc:

biologia molekularna.

Wenta T. Molekularne podstawy aktywacji proteazy HtrA2/Omi. (2013). Kierunek: Biologia,
specjalnosé: biologia medyczna.

Augustynowicz M. Biatka HtrA w kancerogenezie trzustki. (2014). Kierunek: Biologia, specjalnosc:

biologia medyczna.

Beutler A. Mechanizm dziatania biatek HtrA2 i HtrA3. (2015). Kierunek: Biologia, specjalnos¢: biologia

medyczna.

Klepacka E. Identyfikacja fizjologicznych substratow izoform biatka HirA3 metodg immunoprecypitacji.
(2016). Kierunek: Biologia, specjalnos¢: biologia medyczna.

Gos |. Analiza poziomu przeciwciat anty-Hsp40 w surowicy dzieci z mastocytozg. (2017). Kierunek:
Biologia, specjalnosc¢: biologia medyczna.

Oleksiak A. Analiza poziomu izoformy dtugiej (L) i krotkiej (S) HTRA3 u chorych na raka jelita grubego.

(2018). Kierunek: Biologia, specjalno$¢: biologia molekularna.

Ciotek M. Odpowiedz immunologiczna skierowana przeciwko wybranym biatkom HtrA u chorych na
reumatoidalne zapalenie stawéw. (2019). Kierunek: Biologia medyczna, specjalnosé¢: diagnostyka

molekularno-biochemiczna.
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Popielarczyk A. Ocena udziatu bakteryjnych biatek HtrA w rozwoju reumatoidalnego zapalenia stawow.

(2020). Kierunek: Biologia medyczna, specjalnos¢: diagnostyka molekularno-biochemiczna.

Zielonka D. Analiza odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko proteazie serynowej HtrA
Helicobacter pylori u chorych z reumatoidalnym zapaleniem stawéw. (2021). Kierunek: Biologia

medyczna, specjalnos$¢: diagnostyka molekularno-biochemiczna.

3. Promotor 13 prac licencjackich (2011-2020), Uniwersytet Gdanski, kierunki studiéw: Biologia,

Biologia medyczna

4. Opieka merytoryczna nad studentami wykonujgcymi praktyki zawodowe w Katedrze Biochemii
Uniwersytetu Gdanskiego (2008-2009), studenci Uniwersytetu Gdanskiego (2 osoby) i Uniwersytetu
Lubelskiego (1 osoba)

5. Opieka merytoryczna nad Studentem z Houston-Downtown University (Houston, USA) w ramach
warsztatdbw organizowanych przez Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu

Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdarnsku, lipiec 2008.

6. Opieka merytoryczna nad absolwentkg Universitat de Valencia (Walencja, Hiszpania) wykonujgcg

praktyki zawodowe w ramach programu ERASMUS - pazdziernik-grudzien 2017
b) Dziatalnos¢ w zakresie popularyzacji nauki

1. Przygotowanie i realizacja zaje¢ edukacyjnych promujgcych wiedze biologiczng pt. ,Poznaj
prawdziwe kolory lisci” w ramach projektu pt. ,Poznaj prace biologa”. Zajecia prowadzone byty w formie
warsztatéw laboratoryjnych oraz wyktadu w latach 2011-2013. Skierowane byly do uczniéw klas

licealnych.

2. Batltycki Festiwal Nauki, ,Noc Biologow”, Dni Otwarte na Wydziale Biologii UG — prezentacja
tematyki badan prowadzonych w Katedrze Biochemii UG (obecnie Katedrze Biochemii Ogdlnej i

Medycznej) dla ucznidow szkét ponadgimnazjalnych

c) Nagrody uzyskane za dzialalnos¢ dydaktycznag

Medal Komisji Edukacji Narodowej za szczegolne zastugi dla o$wiaty i wychowania, Warszawa, 2014

d) Dziatalnos$¢ organizacyjna

W 2019 roku zostatam powotana na cztonka Komisji ds. Zamknietego uzycia organizmow genetycznie

modyfikowanych dziatajgcej na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.
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7. Inne informacje dotyczace kariery naukowej

a) Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

W 1998 roku ukonczytam studia na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdansku. Prace magisterska pt. ,Badanie oddziatywan proteazy
HtrA z fosfolipidami btonowymi Escherichia coli, in vitro oraz in vivo” wykonywatam w Katedrze

Biochemii pod kierunkiem Prof. dr hab. Barbary Lipinskie;j.

Pierwszy projekt naukowy, w ktérego realizacji uczestniczytam dotyczyt badan nad udziatem
proteazy HtrA Escherichia coli w odpowiedzi na stres komoérkowy. HtrA E. coli jest biatkiem
peryferyjnym bfony, zlokalizowanym po stronie peryplazmatycznej btony komérkowej wewnetrznej.
Aktywnos¢ HtrA jest niezbedna dla przezycia komorki bakteryjnej w temperaturze powyzej 42°C
[Lipinska et al., 1989]. Dowiedziono, ze HtrA degraduje biatka o niewtasciwej strukturze oraz
zdenaturowane, w tym w zdenaturowane termicznie [Strauch & Beckwith, 1988; Laskowska et al., 1996].
Wyniki te wskazaly, ze podstawowg rolg fizjologiczng HtrA jest degradacja biatek o nieprawidiowej
strukturze pojawiajgcych w otoczce komorkowej w warunkach stresu termicznego. Wydawato sie wigc
logicznym, ze HtrA moze byc¢ takze zaangazowana w eliminacje biatek uszkodzonych w warunkach
stresu oksydacyjnego. Postanowilismy zweryfikowaé to przypuszczenie. Okazato sie, ze wsrdd
testowanych zwigzkoéw utleniajgcych jony zelazawe powodowaly zahamowanie wzrostu w hodowli
ptynnej bakterii pozbawionych HtrA, co wiecej, poziom grup karbonylowych — markera stopnia
utlenienia biatek byt podwyzszony, zwilaszcza we frakcji biatek btonowych. Wiadomo byto, ze
ekspresja genu htrA jest indukowana w nastepstwie podwyzszenia temperatury ponad fizjologiczng
warto$¢ oraz w odpowiedzi na nieprawidtowe biatka w przestrzeni peryplazmatycznej [Strauch &
Beckwith, 1988; Lipinska et al., 1989]. Uzyskane wyniki pokazaly, ze w warunkach stresu
oksydacyjnego poziom biatka HtrA takze ulegt podwyzszeniu. Powyzsze wyniki zostaty opublikowane
[Skérko-Glonek et al., 1999 — Zatacznik 4, pkt 11.4, praca nr 1]; po raz pierwszy zostat udokumentowany
zwigzek miedzy HtrA E. coli a odpowiedzig na stres oksydacyjny, co wiecej, uzyskane wyniki
pozwalaty przypuszczac, ze proteaza HtrA petni wazng role w degradacji biatek otoczki komodrkowej

uszkodzonych w wyniku dziatania utleniaczy.

Zrodzito sig¢ zatem pytanie o mechanizm regulacji aktywnosci HtrA E. coli. W 2002 roku zostata
rozwigzana struktura krystaliczna HtrA oraz opublikowany model przestrzenny heksameru HtrA —
jednostki funkcjonalnej proteazy, w ktérym dwa trimery sg potgczone petlami LA znajdujgcymi sie w
rejonie N-konca polipeptydéw HtrA. Petle LA stabilizujg strukture heksameryczng z wewnetrzng
komora, w ktorej znajdujg sie centra katalityczne podjednostek oligomeru [Krojer et al., 2002]. W trakcie
wieloletnich badan nad charakterystyka biochemiczng i funkcjonalng HtrA E. coli prowadzonych przez
Zespot Prof. dr hab. Barbary Lipinskiej zaobserwowano, ze w pewnych warunkach proteaza ulega
autoproteolizie skutkujgcej usunieciem N-koncowego fragmentu polipeptydu HtrA [Skérko-Glonek et
al., 1995]. Wyniki podjetych badan pokazaly, ze HtrA ulega autokatalitycznej modyfikacji podczas

degradacji substratow w warunkach redukujacych zaréwno w warunkach in vitro jak in vivo. Reszty
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cysteiny obecne w polipeptydzie HirA tworzg mostek disiarczkowy, ktérego redukcja lub usuniecie
przez substytucje reszt cysteiny stymuluje autoproteolize nawet przy braku czynnika redukujgcego.
Polipeptydy HtrA z usunietym N-koncowym rejonem, cho¢ nadal aktywne proteolitycznie, nie byty
zdolne do tworzenia struktury heksamerycznej. Na podstawie uzyskanych wynikow zostat
sformutowany wniosek, ze N-terminalny rejon HtrA jest elementem kluczowym w utrzymaniu
czwartorzedowej struktury tej proteazy. Niewykluczone, Ze redukcja mostka, znajdujgcego sie w petli
LA moze by¢ sygnatem dla aktywaciji proteazy, czemu towarzyszy autoproteoliza, ktdrej konsekwencjg
sg zmiany konformacyjne w oligomerze. Zmodyfikowane proteolitycznie biatko HtrA wykazywato tez
stabsze wigzanie z fosfolipidami btonowymi i wyzszg aktywnos$é, co moze mie¢ znaczenie dla
efektywnosci tej proteazy w warunkach fizjologicznych. Powyzsze wyniki zostaty opublikowane w
pracy [Skorko-Glonek et al., 2003 — Zatacznik 4, pkt I1.4, praca nr 2] i staty sie punktem wyjscia do badan
nad znaczeniem redukcji HirA w regulacji aktywnosci proteazy oraz roli tego procesu w fizjologii
komorki. Proteaza pozbawiona mostka disiarczkowego wykazywata zwiekszone powinowactwo i
podwyzszong aktywnos$¢ wobec modelowego substratu, ekspozycja petli LA byta zwiekszona a biatko
wykazywato wiekszg zdolnos¢ przechodzenia w struktury oligomeryczne wyzszego rzedu. Uzyskane
wyniki pozwolity na wyciggniecie wniosku, ze wigzanie disiarczkowe ma znaczenie dla utrzymania
struktury oligomerycznej a jego redukcja sprzyja zwigkszeniu mobilnosci petli LA, rearanzacji
oligomeru i promuje aktywnos¢ [Koper et al., 2015 — Zalacznik 4, pkt 1.4, praca nr 13]. Uczestniczytam
takze w projekcie majgcym na celu poznanie mechanizmu aktywacji termicznej HtrA. Za pomocg
metod spektroskopowych i z wykorzystaniem zrekombinowanych biatek z pojedynczymi substytucjami
tryptofanu (Trp) mozliwe byto Sledzenie zmian strukturalnych w wybranych rejonach biatka, w tym w
rejonie petli regulatorowych kluczowych dla aktywacji HtrA pod wptywem temperatury. Analiza
parametréow wygaszania fluorescencji Trp za pomoca akryloamidu w zaleznosci od temperatury w
potaczeniu z wynikami $redniego czasu zycia i maksimum fluorescencji Trp wskazaty, ze wraz ze
wzrostem temperatury struktura HtrA ulega stopniowemu rozluznieniu; w najwiekszym stopniu zmiany
te dotyczg petli regulatorowej LA, w mniejszym stopniu petli L2 [Sobiecka-Szkatuta et al., 2009 —
Zatacznik 4, pkt 1.4, praca nr 11].

Uczestniczytam takze we wstepnych pracach nad wptywem biatek IbpAB, nalezgcych do
matych HSPs, na aktywnos¢ enzymdw tworzgcych ciata inkluzyjne, ktérych pojawienie sie w komérce
jest efektem gromadzenia biatek o nieprawidiowej strukturze przestrzennej. IbpAB wigzac sie do
polipeptydéw w ciatach inkluzyjnych petnig wobec nich funkcje opiekuricza; chronig polipeptydy przed
nieodwracalng agregacjg i umozliwiajg enzymom zachowanie ich aktywnosci enzymatycznej
[Kuczynska-Wisnik et al., 2004 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca nr 3]. Zagadnienia zwigzane z budowg i
funkcja bakteryjnych biatek opiekunczych i proteaz w mechanizmach agregacji i dezagregacji biatek
zostaly zawarte w pracy [Skérko-Glonek et al., 2011 — Zatacznik 4, pkt 11.2, praca nr 2], w ktérej miatam

okazje przygotowacé rozdziat na temat proteaz cytoplazmatycznych E. coli.

Kiedy bratam udziat w projektach dotyczgcych udziatu HSPs w odpowiedzi stresowej moje
zainteresowanie wzbudzit watek dotyczacy znaczenia stresu oksydacyjnego w rozwoju stanow

patologicznych. Uczestniczytam w opracowaniu metody oznaczania poziomu utlenionych biatek frakciji

20



Zatgcznik 3. Autoreferat Dr Dorota Zurawa-Janicka

surowicy krwi. Metoda ta stanowi potgczenie elektroforezy dwukierunkowej oraz immunodetekcji
pochodnych grup karbonylowych utlenionych biatek — markera stopnia oksydacyjnego uszkodzenia
biatek. Stosujgc ta metode wykazatam, ze gammaglobuliny nalezg do najsilniej utlenionych biatek
surowicy krwi u dzieci z mtodzienczym idiopatycznym zapaleniem stawow (Juvenile idiopathic arthritis,
JIA). Kolejne miejsce w tej grupie zajmuje albumina, a profil utlenienia biatek surowicy zalezy od typu
JIA. Opracowana metoda moze znalez¢ zastosowanie w monitorowaniu poziomu grup karbonylowych
jako markera aktywnosci procesu zapalnego w rozwoju JIA, a takze w diagnostyce innych choréb
[Zurawa-Janicka et al., 2006 — Zatacznik 4, pkt 114, praca nr 4]. Ponadto, dzieki wspdtpracy z Zespotem
Prof. dr hab. n. med. Michata Wozniaka z Katedry Chemii Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego bratam udziat w badaniach majgcych na celu poznanie dynamiki indukowanego
estradiolem stresu oksydacyjnego z wykorzystaniem zwierzecego modelu hormonozaleznego raka
piersi, w ktérym nefrokarcynogeneza u chomika syryjskiego (Mesocricetus auratus) indukowana jest
przez dtugotrwatg estrogenizacje [Li et al., 1995]. Wyniki tych badan pokazaty, ze w warunkach stresu
oksydacyjnego indukowanego krétkotrwatg ekspozycjg na estradiol najbardziej narazone na
uszkodzenie oksydacyjne sg biatka oraz DNA, co moze stanowi¢ poczgtkowy, aczkolwiek znaczacy
krok w kierunku transformacji nowotworowe] [Kobiela et al., 2007 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca nr 5],
[Kobiela et al., 2008 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca nr 9].

Ze wzgledu na fakt, ze biatka HtrA sg indukowane w warunkach stresowych watek zwigzany
ze skutkami dziatania stresu oksydacyjnego indukowanego estrogenem znalazt kontynuacje w postaci
projektu dotyczacego zaangazowania eukariotycznych homologéow HitrA w rozwoj stanéw
patologicznych. Wykazatam, Zze w nerce chomika syryjskiego pod wptywem krotkotrwatej
estrogenizacji ekspresja genu HTRA1 wzrasta, co posrednio sugeruje zwigzek biatka HtrA1 z
odpowiedzig na stres oksydacyjny indukowany estradiolem. Diugotrwata ekspozycja na estradiol
spowodowata istotny spadek ekspresji genu HTRA1 oraz istotny wzrost ekspresji genu HTRAZ2, co z
kolei sugeruje zwigzek biatek HtrA1 i HtrA2 z rozwojem estrogenozaleznego nowotworu nerki u M.
auratus. Dzieki zastosowaniu techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescence in situ
hybrydyzation, FISH), gen HTRA1 M. auratus zostat zlokalizowany na dtuzszym ramieniu
chromosomu 2 w regionie gb3-4. W wyniku przewlektej estrogenizacji rejon ten z duzg czestoscig
ulega delecji [Papa et al., 2003], co mogtoby, przynajmniej czesciowo, ttumaczyé spadek poziomu
ekspresji genu HTRA1 zaobserwowany w nerce poddanej przewlektej ekspozycji na estradiol.
Uzyskane wyniki pozostajg w zgodzie z wynikami innych autoréw sugerujgcych, iz HtrA1 moze petnic
role biatka supresorowego w rozwoju nowotworu oraz wskazujg po raz pierwszy na istnienie zwigzku
miedzy biatkiem HtrA1 a odpowiedzig na stres oksydacyjny wywotany estrogenem. Po raz pierwszy
wykazano istnienie korelacji pomiedzy ekspresjg HTRAZ2 a rozwojem nowotworu. Sklonowana zostata
sekwencja kodujgcego DNA genu HTRA1 oraz fragment cDNA HTRA2 M. auratus. Sekwencje te
zostaly zdeponowane w bazie GenBank (numery dostepu: EF185310, EF185311). Wyniki powyzsze
zostaty opublikowane [Zurawa-Janicka et al., 2008 — Zalacznik 4, pkt I1.4, praca nr 6], oraz ztozyly sie na
mojg prace doktorska pt. ,Udziat biatek HtrA1 i HtrA2 w odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz w

nefrokancerogenezie estrogenozaleznej u chomika syryjskiego (Mesocricetus auratus)”, ktorg
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obronitam w listopadzie 2008 roku na Wydziale Biologii, Geografii i Oceanologii Uniwersytetu
Gdanskiego. Wiadomosci dotyczace charakterystyki biatek HtrA zostaty opublikowane w pracy
[Zurawa-Janicka et al., 2007 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca nr 8] oraz w postaci rozdziatu w ksigzce [Zurawa-

Janicka et al., 2008 — Zatacznik 4, pkt 1.2, praca nr 1].

Ponadto, w ramach wspotpracy nawigzanej przez Prof. dr hab. Barbare Lipinskg z Zespotem
Prof. dr hab. Janusza Emmericha z Katedry i Kliniki Ginekologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego bratam udziat w badaniach nad zwigzkiem biatek HtrA1-3 z rozwojem nowotworu jajnika
i raka endometrium. Dzigki wspotpracy mozliwe byto przeprowadzenie badan na materiale klinicznym
pochodzgcym od pacjentéw. Efektem tych badan byto wykazanie, ze ekspresja gendw HTRAT i
HTRAS3 (mierzona zaréwno na poziomie transkryptu jak i biatka) jest obnizona w tkance nowotworowe;j
pochodzgcej z réznych typow nowotwordw jajnika [Narkiewicz et al., 2008 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca
nr 7] a takze w tkance raka endometrium [Narkiewicz et al., 2009 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca nr 10].
Ponadto, w przypadku raka endometrium wykazano istnienie negatywnej korelacji miedzy poziomem
biatek HtrA a poziomem TGF-p1. Wyniki te byly zgodne z wynikami innych autoréw wskazujgcymi na
supresorowg funkcje proteaz HtrA1 i HtrA3 w mechanizmach transformacji nowotworowej [Baldi et
al., 2002; Chien et al., 2004, 2006; Bowden et al., 2006], oraz pokazaty powigzanie biatek HtrA z regulacjg

sygnalizacji TGF-f w tkance endometrium.

Zagadnieniom zwigzanym z fizjologiczng funkcjg biatek HtrA oraz ich rolg w mechanizmach
patogenezy, w tym w rozwoju nowotwordéw, zostata poswiecona praca przegladowa [Skérko-Glonek et
al., 2013 — Zatacznik 4, pkt I1.4, praca nr 12], natomiast w pracach [Zurawa-Janicka et al., 2011 — Zalacznik
4, pkt 1.4, praca nr 22], [Jarzab et al., 2012 — Zalgcznik 4, pkt Il.4, praca nr 23], [Glaza et al., 2012 — Zatacznik
4, pkt 1.4, praca nr 24] przedstawiona zostata charakterystyka genéw HTRA1, HTRA2 i HTRAS.

Bratam takze udziat w projektach majgcych na celu analize zwigzku biatek HtrA1-4 z
patogenezg choréb, w ktérych przebiegu role kluczowg petnig komorki tuczne (mast cells, MCs), {j.
mastocytozy i choréb alergicznych; MCs podczas degranulacji uwalniajg mediatory zapalne, w tym
proteazy, ktére majg wplyw na mechanizmy odpowiedzi immunologicznej wrodzonej i adaptacyjnej
oraz regulujg stan zapalny [Da Silva et al., 2014], produkujg takze HtrA1 [Gilicze et al., 2007]. Pierwszy
projekt dotyczyt badan nad udziatem biatek HtrA w rozwoju mastocytozy u dzieci — choroby, ktérej
przyczyna tkwi w patologicznej akumulacji MCs w skérze i/lub innych narzgdach. Przeprowadzone
badania pokazaty, ze poziom przeciwciat IgG skierowanych przeciwko biatkom HtrA1 i HtrA3 byt
podwyzszony w surowicy dzieci ze skorng odmiang mastocytozy, co sugeruje zwigzek odpowiedzi
immunologicznej przeciwko wtasnym biatkom HtrA z rozwojem mastocytozy; autoprzeciwciata 19G
moga tworzy¢ kompleksy immunologiczne z antygenem i sprzyja¢ eskalacji odpowiedzi zapalnej z
udziatem MCs [Renke et al., 2018 — Zatacznik 4, pkt 11.4, praca nr 16]. Kolejne badania dotyczyly zwigzku
biatek HtrA z rozwojem choréb alergicznych u dzieci. Poziom biatek HirA1-3 w surowicy dzieci chorych
z alergig byt podwyzszony, natomiast poziom autoprzeciwciat skierowanych przeciwko biatkom HtrA1-
3 byt obnizony. Wiadomo, ze w przebiegu alergii zaleznej od IgE dochodzi do aktywacji MCs, a

przewlekly proces zapalny moze sprzyja¢ onkogenezie. Biorgc pod uwage funkcje supresorowg HtrA1
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i HirA3 w onkogenezie mozna pokusi¢ sie o przypuszczenie, ze biatkka te moga dziata¢

przeciwnowotworowo u chorych z alergig [Renke et al., 2020 — Zatacznik 4, pkt Il.4, praca nr 21].

Obok prac dotyczgcych udziatu biatek HtrA w patogenezie chordb uczestniczytam w projektach,
ktorych celem byta charakterystyka biochemiczna i funkcjonalna proteaz HtrA3 i HtrA4. Dzieki
wspotpracy nawigzanej przez Prof. dr hab. Barbare Lipinskg z dr Jerzym Osipiukiem (Structural
Biology Center Argonne National Laboratory, USA) na podstawie analizy krystalograficznej
rozwigzana zostata struktura przestrzenna HtrA3L; proteaza tworzy trimer, w ktérym domeny PDZ
przyjmujg pozycje posrednig pomiedzy potozeniem zajmowanym w strukturze HtrA2 przypominajgcej
piramide a potozeniem w strukturze HtrA1 przypominajgcej dysk. Wyniki analiz biochemicznych
dowiodty, ze domena PDZ nie jest konieczna dla aktywnosci proteolitycznej HtrA3, czym proteaza ta
przypomina HtrA1. Domena PDZ nie pefni tez istotnej roli negatywnego regulatora aktywnosci, jak to
jest w przypadku HtrA2. Domena PDZ ma natomiast zasadnicze znaczenie dla utrzymania struktury
trimeru; HtrA3S oraz HtrA3L pozbawiona domeny PDZ majg strukture monomeryczng, cho¢ ich
aktywnos¢ jest zachowana. Izoformy HtrA3 miaty podobng, zalezng od temperatury aktywnosc¢
proteolityczng wobec testowanych substratéw oraz podobng specyficznosé substratowg. Uzyskane
wyniki pokazaty, ze HtrA3 stanowi unikalne potgczenie cech proteaz HtrA cztowieka [Glaza et al., 2015
— Zalacznik 4, pkt 11.4, praca nr 14].

Kontynuacje badan nad wifasciwos$ciami struktury HtrA3 stanowita préba wyjasnienia
znaczenia interakcji petli LB z domeng PDZ. Cecha ta jest unikalna dla HtrA3L, niespotykana dotad
wsérdd innych biatek z rodziny HtrA, ktérych strukture krystaliczng rozwigzano. Okazato sie, ze
wprowadzenie do domeny PDZ substytucji zaktécajgcych oddziatywania wodorowe w tym rejonie
skutkuje czesciowym rozpadem ftrimeru do monomeru. Z kolei, usuniecie unikalnych reszt
aminokwasowych petli LB powodowato drastyczne zmiany struktury w kierunku form
heksamerycznych, co wigcej, skutkowato znacznym obnizeniem aktywnosci proteolitycznej. Uzyskane
wyniki pozwolity na sformutowanie wniosku, ze petla LB uczestniczy w stabilizacji struktury natywne;j
oligomeru HtrA3L przez co promuje aktywnos¢ proteazy [Wenta et al., 2017 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca
nr 15]. Wyniki badan nad charakterystykg strukturalng i biochemiczng HtrA3 otworzyty droge w
kierunku poznania fizjologicznej roli proteazy. Wyniki uzyskane in vitro pokazaty, ze izoformy HtrA3L/S
tworzg kompleksy z licznymi biatkami, m.in. biatkami cytoszkieletu, biatkami regulujacymi apoptoze,
biatkami opiekunczymi i zwigzanymi z mechanizmami naprawy DNA. Stosujgc techniki
immunoprecypitacji i western blottingu potwierdzone zostato tworzenie in vivo komplekséw HtrA3 z
aktyng, B-tubuling, wimentyng a takze TCP1a — biatkiem opiekunczym zwigzanym z organizacjg
cytoszkieletu, oraz antyapoptotycznym XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein). Wyniki
fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej wskazujgce na ko-lokalizacje wspomnianych biatek z
endogennym HtrA3 dostarczyty ostatecznych dowoddw na poparcie tezy o tworzeniu komplekséw in
vivo. Ponadto, pojawito sie intrygujgce pytanie o charakter oddzialywan HtrA3 z analizowanymi
biatkami. Okazato sig, ze biatka cytoszkieletu oraz XIAP stanowig substraty HtrA3 in vitro. Co wiecej,
proteaza reguluje proces polimeryzacji widkien B-tubuliny in vitro; z jednej strony promuje tworzenie

mikrotubul, z drugiej, trawi B-tubulinge. Tak wiec, HtrA3 moze peti¢ wazng funkcje w reorganizaciji
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cytoszkieletu poprzez trawienie biatek cytoszkieletu i udziat w polimeryzacji mikrotubul. Kolejne wyniki
dotyczgce hodowli komérkowych pokazaty, ze HtrA3 promuje apoptoze poprzez trawienie XIAP.
Wyniki powyzsze ztozyty sie na dwie prace oryginalne, [Wenta et al., 2018 — Zatacznik 4, pkt Il.4, praca
nr 17] oraz [Wenta et al., 2019 — zalgcznik 4, pkt 1.4, praca nr 20].

Uczestniczytam takze w badaniach nad charakterystyka biochemiczng i funkcjonalng HtrA4,
ktorych wyniki opublikowane zostaly w pracy [Wenta et al., 2019 — Zatacznik 4, pkt 1.4, praca nr 19].
Okazato sie, ze HirA4 tworzy kompleksy z biatkami o funkcji proapoptotycznej oraz biatkami
cytoszkieletu, co wiecej, wiekszos¢ z tych biatek stanowi substraty HtrA4 in vitro. Pozwala to
wyciagna¢ wniosek, ze proteaza ta reguluje wiele istotnych w proceséw fizjologicznych, w tym

mechanizmy zwigzane ze smiercig komorki.

Obok gtéwnego nurtu badan nad udziatem biatek HtrA w patogenezie raka jelita grubego
uczestniczytam w badaniach dotyczgcych zwigzku miedzy ekspresja genu TNFSF15 (tumor necrosis
factor superfamily 15) a rozwojem tego typu nowotworu. Ich wyniki zostaty opublikowane w pracy
[Slebioda et al., 2019 — Zatacznik 4, pkt I1.4, praca nr 18].

Obecnie rozpoczetam badania nad charakterystykg odpowiedzi immunologicznej skierowanej
przeciwko biatkom HtrA w patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS). Na prowadzenie
badan uzyskatam finansowanie z NCN. RZS jest chorobg nieuleczalng, o podtozu
autoimmunizacyjnym. Centralne miejsce patogenezy RZS zajmuje objeta stanem zapalnym btona
maziowa stawoéw, ktorej komorki produkujg cytokiny i proteazy degradujgce skftadniki macierzy
pozakomoérkowej (ECM) tkanki chrzestnej i kostnej, co w efekcie prowadzi do utraty funkcji stawdw
[Scott et al, 2010]. Przypuszcza sie, ze proteazy HtrA cztowieka mogg by¢ zaangazowane w
patogeneze chordb artretycznych poprzez udziat w reorganizacji ECM i sygnalizacji TGF-B [Zurawa-
Janicka et al., 2017]. Wykazano, ze biatka HtrA patogennych bakterii petnig funkcje czynnikow
wirulencji, sg silnie immunogenne, a immunizacja nimi moze chroni¢ przed zakazeniem, stgd coraz
czesciej biatka HtrA rozwazane sg jako sktadniki poliwalentnych szczepionek [Skérko-Glonek et al.,
2017]. Jak dotgd aspekt zwigzku biatek HtrA z patogeneza RZS w kontekscie autoimmunizacji nie
zostat opisany, nie okreslono bezpieczenstwa stosowania szczepionek z wykorzystaniem
bakteryjnych HtrA w roli antygendéw. W ramach dotychczas przeprowadzonych badan wykazatam, ze
poziom przeciwciat skierowanych przeciwko HtrA1, HtrA3 oraz HtrA E. coli byt podwyzszony w
surowicy chorych z RZS oraz oznaczytam korelacje miedzy poziomem przeciwciat a danymi kliniczno-
diagnostycznymi. Wykazatam istnienie podobieristwa immunologicznego miedzy biatkiem HtrA E. coli
a homologicznymi biatkami cztowieka. Wyniki te wskazujg na istnienie zwigzku miedzy biatkami HtrA
a patogenezg i etiologia RZS. Wyniki te sktadajg sie na finalizowany obecnie manuskrypt pracy
oryginalnej oraz stanowig punkt wyjscia do dalszych badan w kierunku scharakteryzowania
odpowiedzi immunologicznej wrodzonej i adaptacyjnej skierowanej przeciwko biatkom HtrA cztowieka
i bakterii patogennych (m.in. E. coli, Helicobater pylori, Borelia spp.) w mechanizmach patogenezy
RZS. Oczekuje, ze wyniki tych badan przyniosg odpowiedzi na nurtujgce pytania: jakg role peni

odpowiedz immunologiczna przeciwko autologicznym biatkom w rozwoju RZS, czy odpowiedz
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przeciwko bakteryjnym biatkom HtrA moze by¢ skierowana przeciwko wtasnym biatkom HtrA, i w
koncu, na ile stosowanie HtrA bakterii patogennych jako sktadnika poliwalentnych szczepionek jest

bezpieczne.

Bibliografia
Prace wchodzace do pozostatych osiggnieé¢ naukowo-badawczych

Glaza P., Osipiuk J., Wenta T., Zurawa-Janicka D., Jarzab M., Lesner A., Banecki B., Skorko-Glonek J.,
Joachimiak A., Lipinska B. (2015). Structural and Functional Analysis of Human HtrA3 Protease and lts
Subdomains. PLoS One 10(6): e0131142.

Kobiela J., Stefaniak T., Krajewski J., Kalifska-Blach B., Zurawa-Janicka D., t.achinski A., Gackowski D., Olifski
R., Nowak J., Knap N., Lipinska B., Sledzinski Z., Wozniak M. (2007). Dynamics of oxidative damage at early

stages of estrogen-dependent carcinogenesis. Acta Biochim Pol 54: 289-295.

Kobiela J., Stefaniak T., Krajewski J., Kalihska-Blach B., Zurawa-Janicka D., Lachinski A., Gackowski D., Olinski
R., Nowak J., Knap N., Lipinska B., Sledzinski Z., Wozniak M. (2008). Dynamics of oxidative damage at early
stages of estrogen-dependent carcinogenesis. Adv Exp Med Biol 617: 609-615.

Koper T., Polit A., Sobiecka-Szkatuta A., Wegrzyn K., Sciré A. A., Figaj D., Kadzinski L., Zarzecka U., Zurawa-
Janicka D., Banecki B., Lesner A., Tanfani F., Lipinska B., Skérko-Glonek J. (2015). Analysis of the link between
the redox state and enzymatic activity of the HirA(DegP) protein from Escherichia coli. PLoS One 10(2): e011741.

Kuczynska-Wisnik D., Zurawa-Janicka D., Narkiewicz J., Kwiatkowska J., Lipinska B., Laskowska E. (2004).
Escherichia coli small heat shock proteins, IbpA/B, enhance activity of the enzymes sequestered in inclusion
bodies. Acta Biochim Pol 51: 925-931.

Narkiewicz J., Klasa-Mazurkiewicz D., Zurawa-Janicka D., Skérko-Glonek J., Emerich J., Lipifiska B. (2008).

Changes in expression of human HtrA1, HirA2 and HtrA3 genes in ovarian cancer. Clin Biochem 41: 561-569.

Narkiewicz J., tapifnska-Szumczyk S., Zurawa-Janicka D., Skérko-Glonek J., Emerich J., Lipinska B. (2009).
Expression of human HtrA1, HirA2, HirA3 and TGF-f1 genes in primary endometrial cancer. Oncol Rep 21: 1529-
1537.

Renke J., Kedzierska-Mieszkowska S., Lange M., Nedoszytko B., Liberek A., Plata-Nazar K., Renke M., Wenta
T., Zurawa-Janicka D., Skérko-Glonek J., Lipinska B. (2018). Immune response against HirA proteases in

children with cutaneous mastocytosis. Acta Biochim Pol 65(3): 471-478.

Renke J., Wasilewska E., Kedzierska-Mieszkowska S., Zorena K., Baranska S., Wenta T., Liberek A., Siluk D.,
Zurawa-Janicka D., Szczepankiewicz A., Renke M., Lipinska B. (2020). Tumor Suppressors HTRA Proteases
and Interleukin-12 in Pediatric Asthma and Allergic Rhinitis Patients. Medicina (Kaunas) 56: 298.

Skérko-Glonek J., Zurawa-Janicka D., Koper T., Jarzgb M., Figaj D., Glaza P., Lipinska B. (2013). HtrA
protease family as therapeutic targets. Curr Pharm Des 19: 997-1009.

Skérko-Glonek J., Kuczynska-Wiénik D., Zurawa-Janicka D., Matuszewska E., Figaj D., Lipinska B. (2011)

Molecular chaperones and proteases as suppressors of protein aggregation in Gram-negative bacterium

25



Zatgcznik 3. Autoreferat Dr Dorota Zurawa-Janicka

Escherichia coli. In: Stein D. A. (Ed). Protein aggregation. Nova Biomedical Books, Nova Science Publishers Inc.,
New York. pp: 41-77.

Skoérko-Glonek J., Zurawa D., Kuczwara E., Wozniak M., Wypych Z., Lipinska B. (1999). Escherichia coli HtrA
heat shock protease participates in the defence against oxidative stress. Mol Gen Genet 262: 342-350.

Skérko-Glonek J., Zurawa-Janicka D., Tanfani F., Sciré A., Wawrzynéw A., Narkiewicz J., Bertoli E., Lipifiska
B. (2003). The N-terminal region of HtrA heat shock protease from Escherichia coli is essential for stabilization of
HtrA primary structure and maintaining of its oligomeric structure. Biochim Biophys Acta-Proteins Proteomics
1649: 171-182.

Slebioda T., Stanistawowski M., Cyman M., Wierzbicki P., Zurawa-Janicka D., Kobiela J., Makarewicz W., Guzek
M., Kmie¢ Z. (2019). Distinct expression patterns of two tumor necrosis factor superfamily member 15 gene
isoforms in human colon cancer. Dig Dis Sci 64(7): 1857-1867.

Sobiecka-Szkatuta A., Polit A., Sciré A., Gieldon A., Tanfani F., Szkartat Z., Ciarkowski J., Zurawa-Janicka D.,
Skoérko-Glonek J., Lipinska B. (2009). Temperature-induced conformational changes within the regulatory loops
L1-L2-LA of the HtrA heat-shock protease from Escherichia coli. BBA-Proteins Proteomics 1794: 1573-1582.

Wenta T., Glaza P., Jarzab M., Zarzecka U., Zurawa-Janicka D., Lesner A., Skérko-Glonek J., Lipinska B.
(2017). The role of the LB structural loop and its interactions with the PDZ domain of the human HtrA3 protease.
BBA-Proteins Proteomics 1865(9): 1141-1151.

Wenta T., Jarzab M., Rychtowski M., Borysiak M., Latata A., Zurawa-Janicka D., Filipek A., Lipinska B. (2019).
Cellular substrates and pro-apoptotic function of the human HtrA4 protease. J Proteomics 209: 103505.

Wenta T., Rychtowski M., Jurewicz E., Jarzab M., Zurawa-Janicka D., Filipek A., Lipifiska B. (2019). The HtrA3
protease promotes drug-induced death of lung cancer cells by cleavage of the X-linked inhibitor of apoptosis
protein (XIAP). FEBS J 286(22): 4579-4596.

Wenta T., Zurawa-Janicka D., Rychtowski M., Jarzgb M., Glaza P., Lipinska A., Bienkowska-Szewczyk K.,
Herman-Antosiewicz A., Skoérko-Glonek J., Lipinska B. (2018). HtrA3 is a cellular partner of cytoskeleton proteins
and TCP1a chaperonin. J Proteomics 177: 88-111.

Zurawa-Janicka D., Kobiela J., Stefaniak T., Wozniak A., Wozniak M., Limon J., Lipifiska B. (2008). Changes in
expression of serine proteases HirA1 and HirA2 during estrogen-induced oxidative stress and

nephrocarcinogenesis in male Syrian hamster. Acta Biochim Pol 55: 9-20.

Zurawa-Janicka D., Narkiewicz J., Lipinska B. (2007). Charakterystyka biatek z rodziny HtrA. Post Biochem
53(1): 27-36.

Zurawa-Janicka D., Renke J., Popadiuk S., Skérko-Glonek J., Szumera M., Plata-Nazar K., Ulko P., Wozniak
M., Lipinska B. (2006). Preferential immunoglobulin oxidation in children with juvenile idiopathic arthritis. Scan J
Rheumatol 35: 193-200.

26



Zatgcznik 3. Autoreferat Dr Dorota Zurawa-Janicka

Literatura uzupetniajaca

Baldi, A., De Luca A., Morini M., Battista T., Felsani A., Baldi F., et al. (2002). The HtrA1 serine protease is down-
regulated during human melanoma progression and represses growth of metastatic melanoma cells. Oncogene
21: 6684-6688.

Bowden M.A., Di Nezza-Cossens L.A., Jobling T., Salamonsen L.A., Nie G. (2006). Serine proteases HTRA1
and HTRAS3 are down-regulated with increasing grades of human endometrial cancer. Gynecol Oncol 103: 253—
260.

Chien J., Aletti G., Baldi A., Catalano V., Muretto P., Keeney G.L., et al. (2006). Serine protease HtrA1 modulates
chemotherapy-induced cytotoxicity. J Clin Invest 116: 1994—2004.

Chien J., Staub J., Hu S.1., Erickson-Johnson M.R., Couch F.J., Smith D.l., et al. (2004). A candidate tumor

suppressor HtrA1 is downregulated in ovarian cancer. Oncogene 23: 1636—1644.

Da Silva E., Jamur M., Oliver C. (2014). Mast cell function: a new vision of an old cell. J Histochem Cytochem
62: 698-738.

Gilicze A., Kohalmi B., Pocza P., Keszei M., Jaeger J., Gorbe E., et al. (2007). HtrA1 is a novel mast cell serine

protease of mice and men. Mol Immunol 44: 2961-2968.

Krojer T., Garrido-Franco M., Huber R., Ehrmann M., Clausen T. (2002). Crystal structure of DegP (HtrA) reveals

a new protease-chaperone machine. Nature 416: 455-9.

Laskowska E., Kuczynska-Wisnik D., Skérko-Glonek J., Taylor A. (1996). Degradation by proteases Lon, Clp
and HtrA, of Escherichia coli proteins aggregated in vivo by heat shock; HtrA protease action in vivo and in vitro.
Mol Microbiol 22: 555-71.

Li J.J., Oberley T.D., Parsons J.A. (1995). Carcinogenic activities of various steroidal and nonsteroidal estrogens

in the hamster kidney: relation to hormonal activity and cell proliferation. Cancer Res 55: 4347-4351.

Lipinska B., Fayet O., Baird L., Georgopoulos C. (1989). Identification, characterization, and mapping of the
Escherichia coli htrA gene, whose product is essential for bacterial growth only at elevated temperatures. J
Bacteriol 171: 1574-84.

Papa D., Li S.A., Li J.J. (2003). Comparative Genomic Hybridization of Estrogen-Induced Ectopic Uterine-Like

Stem Cell Neoplasms in the Hamster Kidney: Nonrandom Chromosomal Alterations. Mol Carcinog 38: 97-105.
Scott D.L., Wolfe F., Huizinga W.J. (2010). Rheumatoid Arthritis. Lancet 376(9746):P1094-1108.

Skérko-Glonek J., Figaj D., Zarzecka U., Przepiora T., Renke J., Lipinska B. (2017). The Extracellular Bacterial
HtrA Proteins as Potential Therapeutic Targets and Vaccine Candidates. Curr Med Chem 24: 2174-2204.

Skoérko-Glonek J., Wawrzynow A., Krzewski K., Kurpierz K., Lipinska B. (1995). Site-directed mutagenesis of
the HtrA (DegP) serine protease, whose proteolytic activity is indispensable for Escherichia coli survival at

elevated temperatures. Gene 163: 47-52.

Strauch K.L., Beckwith J. (1988). An Escherichia coli mutation preventing degradation of abnormal periplasmic
proteins. Proc Natl Acad Sci USA 85: 1576-80.

27



Zatgeznik 3. Autoreferat Dr Dorota Zurawa-Janicka

Zurawa-Janicka D., Wenta T., Jarzgb M., Skérko-Glonek J., Glaza P., Gietdon A., Ciarkowski J., Lipiriska B.
(2017). Structural insights into the activation mechanisms of human HtrA serine proteases. Arch Biochem Biophys
621: 6-23.

b) Nagrody uzyskane za dziatalno$¢ naukowa

1. Zespotowa Nagroda | stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Gdariskiego za cykl pieciu
publikacji dotyczgcych mechanizméw, funkciji i regulacii biatek szoku termicznego, Gdarisk 2004.

2. Zespotowa Nagroda | stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Gdarskiego za cykl
publikacji dotyczacych biatek HtrA, Gdansk 2009.

3. Zespotowa Nagroda Ill stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za udziat w
powstaniu cyklu publikacji dotyczgacych roli biatek stresowych (proteaz i biatek opiekuriczych) w
fizjologii organizméw prokariotycznych i eukariotycznych, Gdansk, 2019.

4. Zespotowa Nagroda | stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Gdarskiego za udziat w
powstaniu cyklu publikacji dotyczgcych mechanizméw warunkujgcych utrzymanie homeostazy biatek
(proteostazy) w komérkach prokariotycznych i eukariotycznych, Gdansk, 2020.

(Podpis wnioskodawcy)

28



