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1. Imie i nazwisko.

Andrea Diana Lipinska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajgcego
stopien, roku ich uzyskania oraz svtutu rozprawy doktorskiej.

o 2006 Doktor nauk biologicznych w zakresie biochemii

Stopien nadany przez Rade¢e Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdansku w dniu 5 lipca 2006, na podstawie rozprawy
pt. ,,Identification and characterization of bovine herpesvirus 1 (BHV-1) proteins interfering
with the host immune response (Identyfikacja i charakterystyka biatek bydlecego herpeswirusa
1 (BHV-1) odpowiedzialnych za hamowanie odpowiedzi immunologicznej)” — praca napisana
w jezyku angielskim, wykonanej w Katedrze Wirusologii Molekularnej Miedzyuczelnianego
Wydzialu Biotechnologii. Promotor prof. dr hab. Krystyna Bienkowska-Szewczyk.

Rozprawa zostata wyrdzniona przez Rad¢ Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii.

o 1999 Magister biotechnologii

Stopien nadany przez Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
i Akademii  Medycznej w Gdansku. Praca magisterska pt. ,,,Ekspresja i analiza
rekombinowanych glikoprotein gE i gl wirus BHV-1 (bydlecego herpeswirusa typu 1) w
systemie bakulowirusowym” zostala wykonana pod opieka prof. dr hab. Bogustawa
Szewczyka w Katedrze Wirusologii Molekularnej Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

2008 — obecnie
Adiunkt, Zaktad Biologii Molekularnej Wirusow, Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii,

Uniwersytet Gdanski
2006 - 2008

Asystent, Katedra Wirusologii Molekularnej, Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii,
Uniwersytet Gdanski

2004 - 2005
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Starszy technik, Katedra Wirusologii Molekularnej, Migdzyuczelniany Wydziat
Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski

4. Omowienie osiggnied, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2020 poz. 85 z pdzn. zm.)

a) Tytul osiagniecia naukowego

Osiagniecie naukowe przedstawione w niniejszym wniosku stanowi cykl powigzanych
tematycznie 7 publikacji naukowych, ktore zostaly zebrane pod wspolnym tytutem
,Molekularny mechanizm dzialania wybranych immunomodulacyjnych bialek
alfaherpeswirusow”.

b) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:
Ponizsze oryginalne publikacje do§wiadczalne zostaly opublikowanych w latach 2011-2023:

1.  Verweij M.C., Lipinska A.D., Koppers-Lalic D., van Leeuwen W.F., Cohen J.I.,
Kinchington P.R., Messaoudi I., Bienkowska-Szewczyk K., Ressing M.E., Rijsewijk
F.A., Wiertz E.J. (2011) The capacity of UL49.5 proteins to inhibit TAP is widely
distributed among members of the genus Varicellovirus.

Journal of Virology, 85(5), 2351-2363. DOI: 10.1128/JV1.01621-10.
IF2011=5,402; punkty MNiSW2010=32; punkty MNiSW2012=40 (brak wykazu w
2011r.), liczba cytowan: 33.

2. Verweij M.C.*, Lipinska A.D.*, Koppers-Lalic D., Quinten E., Funke J., van
Leeuwen H.C., Bienkowska-Szewczyk K., Koch J., Ressing M.E., Wiertz E.J. (2011)
Structural and functional analysis of the TAP-inhibiting UL49.5 proteins of
varicelloviruses.

* oznaczono autorow o rownocennym wktadzie w powstanie danej pracy

Molecular Immunology, 48(15-16), 2038-2051.

DOI: 10.1016/j.molimm.2011.06.438.

IF2011=2,897; punkty MNiSW2010=32; punkty MNiSW2012=25 (brak wykazu w
2011r.), liczba cytowan: 29.

3. Graul M,, Kisielnicka E., Rychtowski M., Verweij M.C., Tobler K., Ackermann M.,
Wiertz E.J.H.J., Bienkowska-Szewczyk K., Lipinska A.D.* (2019) Transmembrane
regions of bovine herpesvirus 1-encoded UL49.5 and glycoprotein M regulate
complex maturation and ER-Golgi trafficking.

* autor korespondencyjny

Journal of General Virology, 100(3):497-510. DOI 10.1099/jgv.0.001224.
IF2019=3,376; punkty MNiSW2019=70; liczba cytowan: 5.

4. Karska N., Graul M., Sikorska E., Zhukov I., Slusarz M.J., Kasprzykowski F.,
Lipinska A.D.*, Rodziewicz-Motowidto S.* (2019) Structure determination of
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UL49.5 transmembrane protein from bovine herpesvirus 1 by NMR spectroscopy and
molecular dynamics.
* oznaczono autorow, ktorzy wspolnie i rownocennie nadzorowali powstawanie pracy

Biochimica et Biophysica Acta (BBA) Biomembranes, 1861(5), 926-938.
DOI 10.1016/j.bbamem.2019.02.005.

IF2019=3,411; punkty MNiSW2019=100; liczba cytowan: 7.

5. Wachalska M., Graul M., Praest P., Luteijn R.D., Babnis A.W., Wiertz E.J.H.J.,
Bienkowska-Szewczyk K., Lipinska A.D.* (2019) Fluorescent TAP as a platform for
virus-induced degradation of the antigenic peptide transporter.

* autor korespondencyjny

Cells, 8(12):1590. DOI: 10.3390/cells8121590.
IF2019=5,656; punkty MNiSW2019=140; liczba cytowan: 7.

6. Karska N., Graul M., Sikorska E., Slusarz M.J., Zhukov I, Kasprzykowski F., Kubi$
A., Lipinska A.D., Rodziewicz-Motowidto S. (2021) Investigation of the effects of
primary structure modifications within the RRE motif on the conformation of synthetic
bovine herpesvirus 1-encoded UL49.5 protein fragments.

Chemistry & Biodiversity, 18(2):e2000883. DOI: 10.1002/cbdv.202000883.
IF2021=2,745; punkty MNiSW2019=70; liczba cytowan: 4.

7. Graul M., Karska N., Wachalska M., Krupa P., Slusarz M.J., Lubocki M., Bienkowska-
Szewczyk K., Rodziewicz-Motowidto S., Sieradzan A.K.*, Lipinska A.D.*, (2023)
The N-terminal proline hinge motif controls the structure of bovine herpesvirus 1-
encoded inhibitor of the transporter associated with antigen processing required for its
immunomodulatory function.

* oznaczono autorow korespondencyjnych

Journal of Molecular Biology, 13;435(5):167964. DOI: 10.1016/j.jmb.2023.167964.
IF2023=6,151; punkty MEiN2023=140; liczba cytowan: 1.

Wspotczynnik oddziatywania (IF) oraz punktacja ww. publikacji zostaty podane zgodnie
z rokiem opublikowania oraz zgodnie z punktacja MSWIN/MEIN dla danego okresu;
liczba cytowan wg Google Scholar.

Laczny wspotczynnik oddziatywania (IF) ww. publikacji zgodnie z rokiem
opublikowania: 29,638

Laczna liczba cytowan wg bazy Google Scholar to 86; wg bazy Web of Science to: 57
Index Hirscha ww. publikacji wedtug bazy Google Scholar — 12

Index Hirscha ww. publikacji wedtug bazy Web of Science — 11
ORCID:0000-0002-8115-9499
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Oswiadczenia wspotautorow publikacji okreslajace indywidualny wktad kazdego autora w
powstanie poszczegélnych publikacji zamieszczono w zalgczniku nr 3.1. O$wiadczenia
habilitantki dotyczace wkladu w powstanie wykonanych prac znajduja si¢ w zalaczniku nr 3.2.

¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow

Cykl wymienionych powyzej publikacji przedstawia wyniki moich prac badawczych
prowadzonych w Katedrze Wirusologii Molekularnej (przeksztalconej w 2012r. w Zaktad
Biologii Molekularnej Wiruséw) Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed.

Prace te wynikaly z mojego gldéwnego zainteresowania naukowego zagadnieniami
oddzialywania wirusow z uktadem immunologicznym gospodarza, a w szczegdlnosci
strategiami immunomodulacyjnymi, prowadzacymi do tzw. ,,ucieczki immunologicznej” (ang.
,immune evasion”). Wirusy, aby przetrwa¢ w toku ewolucji, nabyly zdolnos$¢ do ukrywania si¢
przed sktadnikami uktadu immunologicznego lub ich aktywnego hamowania. Herpeswirusom
- duzym wirusom o genomach w postaci dwuniciowego DNA, kodujacego duzg liczbg
immunogennych biatek, przystuguje tytut ,mistrzéw ucieczki immunologicznej”, poniewaz
liczba réznych biatek i matych niekodujacych RNA wirusowych zaangazowanych w
immunomodulacjg, jest u herpeswirusoéw wyrdzniajaca. Dodatkowo, herpeswirusowe biatka
immunomodulacyjne dziatajg w oparciu 0 roznorodne strategie, celujac w komoérkowe szklaki
odporno$ci wrodzonej, jak i szlaki prezentacji antygendéw, odpowiedzialne za aktywacje
limfocytow B i T. Hamowanie prezentacji antygendw jest szczegolnie wazne ze wzgledu na
wykorzystywang przez herpeswirusy latencje - stan utajenia w okreslonych tkankach
gospodarza (uktadu nerwowego u alfaherpeswirusow) i cyklicznych reaktywacji z tego stanu,
CO naraza wirusy na Spotkanie ze sktadnikami aktywowanego wczesniej uktadu
odpornosciowego.

Przedstawione w niniejszym autoreferacie prace wyrosty ,,z pnia” badan w ramach
pracy doktorskiej, wykonanej w Katedrze Wirusologii Molekularnej w latach 2000-2006,
podczas ktorych uczestniczytam w identyfikacji wtasciwosci immunomodulacyjnych biatka
UL49.5 (i ortologéw) dla czterech alfaherpeswiruséw: bydlecego herpeswirusa 1 (BoHV-1),
wirusa pseudowscieklizny/wscieklizny rzekomej (PRV) i konskich herpeswiruséw 1 i 4 (EHV-
1, EHV-4). Wykrytam takze, ze aktywnos$¢ biatka UL49.5 BoHV-1 jako inhibitora kompleksu
transportera peptydow antygenowych TAP jest negatywnie regulowana przez tworzenie
kompleksu z drugim biatkiem wirusowym — glikoproteina M (gM) (Zatacznik 4, p.ll, pozycje
26-28) zestawienia catkowitego dorobku naukowego). Tworzenie heterodimeru UL49.5/gM
u BoHV-1 pozwala na dojrzewanie obu biatek w retikulum endoplazmatycznym (ER) i
uwolnienie kompleksu z ER. UL49.5 wigzane przez gM nie oddziatuje z komérkowym
transporterem TAP.

Badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej pozostawity duzy niedosyt
wiedzy w zakresie tej tematyki, szczegolnie molekularnych aspektow oddzialywan miedzy
biatkami i ich struktury. Waznym ,,motorem” dalszych badan stat si¢ miedzynarodowy staz
badawczy w laboratorium prof. Emmanuela Wiertza w Leiden University Medical Center
w Holandii (lata 2002-2004, tacznie 13 miesigcy). W jego trakcie nie tylko finalizowatam
doswiadczenia do doktoratu (czego wynikiem jest podwojna afiliacja w publikacji w poz. 28
zestawienia catkowitego dorobku), ale rozpoczetam nowy kierunek badan nad kompleksem
UL49.5/gM. Moim celem byto zrozumienie na poziomie molekularnym dziatania obydwu
biatek u wybranych alfaherpeswiruséw. Staz ten rozpoczat rowniez dlugoletniag wspotprace
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mi¢dzynarodowa z zespotem prof. Wiertza, ktora zaowocowata 4 wspolnymi publikacjami po
uzyskaniu stopnia doktora.

W celu okreslenia molekularnego mechanizmu dziatania kompleksu UL49.5/glikoproteina M
zadalam sobie cztery pytania gléwne, na ktore staratam si¢ odpowiedzie¢ w trakcie swoich
badan:

1.Jak bardzo konserwowane ws$rdd alfaherpeswirusdow sg wtasciwosci
immunomodulacyjne biatka UL49.5?
2. Jaki jest mechanizm hamowania aktywnosci transportera TAP?
3. W jaki sposéb nastepuje wigzanie UL49.5 i glikoproteiny M, ktére reguluje
wiasciwosci immunomodulacyjne biatka UL49.5 oraz ktére motywy
odpowiadajg za wewnagtrzkomadrkowy transport UL49.5/gM?
4. Jaki jest mechanizm degradacji transportera TAP w przypadku ortologu
UL49.5 bydlecego herpeswirusa 17?

Ad.1.

Transporter peptydéw antygenowych (pelna nazwa: transporter zwigzany z
przetwarzaniem antygenow, ang. transporter associated with antigen processing, TAP), jest
kluczowym biatkiem szlaku prezentacji antygenoéw zaleznym od biatek gltéwnego uktadu
zgodnosci tkankowej MHC klasy | w celu aktywacji cytotoksycznych limfocytow T i ich
odpowiedzi, w tym przeciwwirusowej. TAP nie ma swojego funkcjonalnego zamiennika.
Ewoluowat w komorkach krggowcow jako zlokalizowany w btonie ER heterodimer, ztozony z
biatek TAP1 i TAP2. Geny TAPL/TAP2 zidentyfikowano u przedstawicieli gromad ryb,
ptazow (Xenopus levis), gadow, ptakow i ssakow. Aspekty strukturalne sg w przypadku TAP
niezwykle wazne, poniewaz cala aktywnos$¢ transportera opiera si¢ na cyklu zmian
konformacyjnych. TAP nalezy do transporterow ABC, ktore czerpig energi¢ do transportu
roznych substratoéw z wigzania i hydrolizy ATP. Jego substratem jest peptyd o okreslonej
dhugosci (zwykle 8-16 reszt aminokwasowych) i preferowanych sekwencjach, powstajagcy w
wyniku obrobki biatek antygenowych przez proteasom, tzw. peptyd antygenowy. TAP posiada
sumarycznie 19 helis transmembranowych, 9 w TAPI 1 10 w TAP2, tworzacych domeng¢
transmembranowg TMD. Transport peptydu z cytoplazmy do $wiatta ER nastgpuje w wyniku
cyklu ztozonych zmian konformacyjnych, wsrod ktorych wyroznia si¢ trzy glowne:
spoczynkowa konformacje otwartg do cytoplazmy oraz posrednig zamknigta, gdy nastepuje
zwigzanie dwoch czasteczek ATP 1 peptydu oraz jego translokacja pomigdzy helisami
transblonowymi transportera prowadzaca do otwarcia si¢ od strony §wiatta ER 1 uwolnienia
peptydu (konformacja otwarta do $wiatta ER). Peptyd antygenowy zostaje przejety przez MHC
klasy I dzigki wspotdziataniu biatek opiekunczych kompleksu PLC. Peina hydroliza ATP
wywoluje zmiany przywracajace konformacje spoczynkowa. Zwigzanie peptydu
antygenowego warunkuje uwolnienie kompleksu MHC klasy I z ER na $ciezke sekrecyjng do
btony komorkowej, gdzie czasteczki oddziatujg z receptorem limfocytéw cytotoksycznych.

Gen UL49.5 (zawdzigcza swoja nietypowa nazwe lokalizacji w genomie, W tzw. rejonie
dhugim (ang. unique long, UL) pomiedzy wczeséniej odkrytymi genami UL49 i UL50) wystepuje
u wszystkich herpeswirusow i nalezy do tzw. ,,core genes”, co wskazuje na ich wazna rolg. U
niektorych przedstawicieli Herpesviridae biatko UL49.5 ulega N- lub O-glikozylacji i nosi
nazwe glikoproteina N (gN). Rola tego biatka polega zwykle na wspomaganiu glikoproteiny
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M (gM) w ramach kowalencyjnie zwigzanego mostkiem dwusiarczkowym heterodimeru.
Kompleks lokalizuje si¢ w ostonce wirusa i uczestniczy w rozprzestrzenianiu si¢ pomi¢dzy
komoérkami gospodarza.

W ramach pracy doktorskiej przyczynitam si¢ do zidentyfikowania ortologow UL49.5
BoHV1, PRV i EHV1/4 jako biatek wigzacych TAP i blokujacych jego rearanzacje strukturalne
potrzebne do translokacji peptydu, co jest cechg wspdolng mechanizmu ich dziatania. UL49.5
EHV1/4 dodatkowo hamuje wigzanie ATP, a UL49.5 BoHV-1 dodatkowo indukuje degradacje
biatek TAP1 i TAP2, zalezng od proteasomu. U jednego z najwazniejszych ludzkich patogenow
alfaherpeswirusowych — wirusa opryszczki pospolitej HSV-1, UL49.5 nie ma zdolnosci
wigzania TAP; wirus ten wyksztalcil za to inny inhibitor TAP - biatko ICP47, dzialajace w
oparciu o inny mechanizm. Stopien konserwacji sekwencji aminokwasowej TAP u ssakow jest
wysoki, natomiast stopien podobienstwa sekwencji aminokwasowych wymienionych
homologdéw UL49.5 jest niski; taczy je ogdlna architektura budowy, podzial na najdtuzsza
domene N-terminalng, pojedyncza domene transbtonowa i krotki rejon cytoplazmatyczny na
C-koncu biatka. Biologiczng cecha wspo6lng u herpeswirusow jest rowniez tworzenie
heterodimeru z gM.

Naturalnym pierwszym pytaniem badawczym, ktore sobie zadatam, byt stopien
konserwacji wtasciwosci immunomodulacyjnych UL49.5 u alfaherpeswirusow. Zatozytam, ze
poszerzenie charakterystyki zdolnosci do hamowania TAP UL49.5 innych alfaherpeswiruséw
pozwoli poréwna¢ sekwencje aminokwasowe UL49.5 dziatajacych jako inhibitory i tych, ktore
takich wtasciwosci nie wykazujg. Rezultaty tych badan opisuje pierwsza publikacja cyklu
stanowigcego niniejsze osiggniecie naukowe: Verweij i wsp., JV 2011. W publikacji tej
jestem drugim autorem, poniewaz w ramach zespotu badawczego 1 we wspotpracy
mie¢dzynarodowej z zespolem prof. E. Wiertza oraz dr Fransa Rijsewijka z Instytutu
Zdrowia Zwierzecego w Lelystad, Holandia, rozdzielono badania nad poszczegdlnymi
homologami UL49.5. M6j wktad to stwierdzenie po raz pierwszy obecnosci inhibitora TAP
u nalezacych do rodzaju Varicellovirus kociego i psiego herpeswirusa (FeHV-1, CHV-1),
izolacja genu UL49.5 tych wirusow, uzyskanie linii komorek ludzkiego czerniaka i linii
specyficznych dla gospodarza (kocie, psie) z konstytutywng ekspresjag UL49.5 tych wirusow i
potwierdzenie ich wiasciwo$ci immunomodulacyjnych. Linia ludzkiego czerniaka stata sie
najczgscie] wykorzystywanym w moich badaniach modelem, ze wzgledu na jej ustalong
,renome” w badaniach szlakéw prezentacji antygenow (linia ta produkuje zaréwno czasteczki
MHC klasy I, jak i klasy II) oraz permisywnos¢ dla wirusow o znaczeniu weterynaryjnym,
przynajmniej BoHV-1i PRV.

Analizowane przeze mnie homologi UL49.5 nie wptywaly na poziom biatek ludzkiego
TAP, ale silnie hamowaly aktywnos¢ ludzkiego i swoistego dla gospodarza transportera.
Stosujac podobng metodyke, zbadalam homologi UL49.5 z ptasich alfaherpeswiruséow
ILTV (ang. infectious laryngotracheitis virus, wirus zakaznego zapalenie krtani i tchawicy
u drobiu grzebiacego) i MDV-1 (wirus choroby Mareka u drobiu) oraz HVT (herpeswirus
indykéw), wykazujac, iz nie maja one zdolnosci do hamowania TAP i MHC klasy I,
réwniez w linii MJS oraz linii komorek ptasich. Praca w tym projekcie wymagata ode mnie
wprowadzenia w laboratorium warsztatu pracy z nowymi gatunkami alfaherpeswiruséw o
znaczeniu weterynaryjnym 1 liniami laboratoryjnymi lub hodowlami pierwotnymi komorek ich
gospodarza, np. izolowanymi z zarodkow kurzych, czego nauczylam si¢ w trakcie wizyty
badawczej w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym - Panstwowym Instytucie Badawczym
w Pulawach.
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Wyniki potwierdzajgcy moj wkiad jako wykonawcy w tej publikacji sq przedstawione na
Rys. 3,4,7,8 (cztery z siedmiu opisujgcych dane doswiadczalne). Do tych doswiadczen wniostam
rowniez autorstwo koncepcji badan i analize wynikow oraz ich graficzne przedstawienie;
uczestniczylam w przygotowaniu wersji oryginalnej manuskryptu. W ramach zespotu w tej
publikacji dr Rijsewijk potwierdzit zdolno$s¢ do hamowania TAP oraz rowniez degradacji
transportera w przypadku blisko spokrewnionych z BoHV-1 wiruséw BoHV-5 (herpeswirus
bydla typu 5), BuHV-1 (herpeswirus bawotéw) i CvHV-1 (herpeswirus jeleniowatych).
Natomiast w zespole prof. Wiertza zbadano aktywno$¢ genu UL49.5 z prototypowego dla
varicellowirusow ludzkiego wirusa ospy wietrznej i potpasca VZV oraz spokrewnionego z nim
blisko wirusa ospy wietrznej matp SVV, wykazujac, iz nie maja zdolnosci do hamowania
transportera (Rys.1).

o
{ \ ULAY.5-mediated .
Sl TAPinbiion Rys. 1. Drzewo filogenetyczne
Laurasiatheria BoHV-5 * wybranych  alfaherpeswirusow,
it Artiodactsl —— * uwzgledniajgce  ewolucje  ich
Lol * gospodarzy. Zaznaczono
A + .
Gyl wystepowanie genu UL49.5 0
, = Artiodacty] PRV (SuHV-1)  + wlasciwosciach
200 min lat pine immunomodulacyjnych (+) lub
Varcelovins ) . SR
Camivore CavA 5 < ) bez takich wlasciwosci (-). Na
_: FeHV-1 . podstawie Fig. 9 z Verwei i wsp.,
Perissodacty] E EHV-1 + JV 2011
EHV-4 +
OF primate [ VIV{HHV3)
SV £
OW primate — HSV-l . :| S
Simpleryi
- - — msva pene

MDV-1 (GaHV-2) - ] Mardivirus

Avign

ILIV{GaHV-) - ] Movirws

Aspekt ewolucji molekularnej alfaherpeswirusow w konteks$cie biatek-inhibitorow
kompleksu TAP uwazam za bardzo interesujgce zagadnienie naukowe, wskazujace, ze ko-
ewoluujace z gospodarzami herpeswirusy prawdopodobnie nabyty zdolno$¢ do wigzania TAP
przez UL49.5 na etapie wirusa patogennego dla zyjacego jeszcze na superkontynencie Laurazji
ssaczego przodka drapieznikow i przezuwaczy. Wirus HSV-1 oraz nalezacy do podrodziny
betaherpeswirusow ludzki cytomegalowirus i przedstawiciel gammaherpeswirusow, wirus
Epsteina-Barr, posiadajg inne geny, ktorych produkty sa inhibitorami TAP (jako przyktady
zbieznej ewolucji), natomiast ich homologi UL49.5 nie pelnig tej funkcji. W ramach
kontynuacji badan w kontekscie ewolucyjnym alfaherpeswirusow obecnie prowadze badania
nad zdolnoscig do hamowania transportera TAP przez herpeswirusa fok typu 1 PhHV-1
(blisko spokrewniony z kocim i psim herpeswirusem). Interesuje mnie rowniez bydlecy
herpeswirus typu 2, ktory jest blizej spokrewniony z HSV-1, ale nie posiada genu-ortologu
jego inhibitora TAP — biatka ICP47. Czy to oznacza, ze BHV-2 nie potrafi hamowac transportu
peptydéw antygenowych?

Wyniki tej publikacji pozwolity mi na poréwnanie sekwencji aminokwasowej badanych
homologéw UL49.5 i probe wytypowania konserwowanych reszt aminokwasowych lub
motywow, ktére mogltyby wyroznia¢ UL49.5 o wlasciwosciach immunomodulacyjnych.
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Takich sekwencji nie byto duzo. Rolg tych rejonow i konkretnych reszt postanowitam zbada¢
metoda mutagenezy miejscowo-specyficznej oraz wymiany domen (ang. ,, domain swapping ),
przechodzac do badan w zakresie drugiego pytania badawczego.

Ad.2.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej homologow UL49.5 alfaherpeswiruséw
pozwolilo na wytypowanie do dalszych badan przede wszystkim rejonu RGRG (cztery
dodatkowe reszty na C-koncu, ktore wystepuja u ortologow UL49.5 zdolnych do degradacji
TAP), KK/SS (potencjalne miejsca ubikwitynacji, ktére moglyby wplywaé¢ na zdolnos$¢ do
degradacji transportera) oraz reszt prolinowych w domenie N-terminalnej (moglyby wpltywaé
na podobienstwo strukturalne). Rezultatem tych badan jest druga publikacja z cyklu, Verweij

i Lipinska i wsp., Mol. Immunol 2011, w ktérej jestem rownorzednym pierwszym autorem
razem z Dr Marieke Verweij z zespotu prof. Wiertza. Moja rola polegata na zaplanowaniu i
przygotowaniu metoda mutagenezy miejscowo-specyficznej 1 PCR konstruktow DNA z
mutacjami punktowymi w genie UL49.5 BoHV-1 w r6znych kombinacjach, otrzymanie linii
komorek MJS z konstytutywng ekspresja otrzymanych wariantow oraz okreslenie ich wptywu
na poziom czasteczek MHC klasy 1 1 poziom biatek TAP1/TAP2. Dodatkowo, dr Verweij
przygotowata konstrukty kodujace biatka z zamienionymi domenami, otrzymane metoda
fuzyjnego PCR taczacego sekwencje kodujacg domene N-terminalng UL49.5 BoHV-1 z
rejonem TM (transbtonowym) UL49.5 wirusa VZV niedzialajacym jako inhibitor i odwrotnie:
domene N-terminalng UL49.5 z VZV z rejonem TM z UL49.5 BoHV-1 (,, domain swapping”).
Wykorzystano réwniez rejony TM biatek komorkowych — biatka CD36 1 receptora toll-
podobnego 2. To podejscie metodyczne miato wytypowac przynajmniej domeng biatka UL49.5
odpowiedzialng za jego aktywno$¢ wzgledem TAP. W wyniku przeprowadzonych badan
wykazatam, ze do hamowania TAP jest potrzebna domena N-terminalna UL49.5 BoHV-
1, zakotwiczona w blonie ER (moze do zakotwiczenia wykorzystac rejon TM z innego biatka),
a do degradacji TAP niezbedny jest C-terminalny motyw RGRG, szczegolnie obecne w nim
reszty zasadowe. Co ciekawe, reszty lizyn i seryn, ktére wydawaly si¢ by¢ najbardziej
prawdopodobnymi miejscami do przytgczenia ubikwityny do UL49.5, okreslitam jako zbedne
do degradacji TAP.

Wyniki potwierdzajgcy moj wktad jako wykonawcy w tej publikacji sq przedstawione na
Rys. 7,8,9 (trzy z osmiu opisujgcych dane doswiadczalne). Do tych doswiadczen wniostam
rowniez autorstwo koncepcji badan i analize wynikow oraz ich graficzne przedstawienie;
uczestniczytam w przygotowaniu wersji oryginalnej i ostatecznej manuskryptu. Efektem moich
badan bylo zaprezentowanie pierwszego modelu strukturalnego bialka UL49.5 BoHV-1,
przygotowanego przez Dr Hansa van Leeuwena z Leiden University Medical Center w
Holandii, z wykorzystaniem platformy I-TASSER (opierajacej si¢ na tzw. metodzie
przeplatania motywow strukturalnych), przedstawiony w manuskrypcie jako Fig.10. Model ten
stal si¢ poczatkiem ,.podejscia strukturalnego” do badan biatka UL49.5 i ewoluowat podczas
kolejnych lat moich badan podoktorskich (Rys.2).
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Rys.2. Ewolucja modelu strukturalnego biatka UL49.5 BoHV-1 w
trakcie badan podoktorskich. A. Model I-TASSER z Verweij i Lipinska
i wsp., Mol. Immunol 2011; B. Model z dynamiki molekularnej 90 ns
po badaniach NMR i CD, modelowanie w btonie POPC, z Karska i
4 wsp., BBA-Biomembranes 2019; C. Model z dynamiki molekularnej
Y 400 ns w blonie z Graul i wsp., JMB 2023; D. Model z dynamiki
molekularnej 1000 ns w bionie ER z Karska i wsp.ChemRxiv/BBA-
Biomembr 2023, dla poréwnania model UL49.5 HSV-1, ktory nie
wigze TAP.
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,Podejscie strukturalne” wynikato z wyciggnietego na tym etapie badan wniosku, ze za
aktywnos$¢ immunomodulacyjng UL49.5 moga odpowiada¢ nie tylko okre§lone reszty
aminokwasowe, lecz takze motywy strukturalne, a poznanie struktury UL49.5 moze pozwoli¢
na wyjasnienie zasady dziatania inhibitora. Uznatam, ze wprowadzajgc mutacje punktowe bez
znajomos$ci wptywu zmian na strukture biatka, nie moglam by¢ pewna, czy zmiany uposledzaja
miejsce interakcji z TAP bezposrednio, czy tez wpltywaja ogolnie na strukture biatka i
zmieniaja jego aktywno$¢ w sposob posredni. Poniewaz otrzymany przez serwer I-TASSER
model UL49.5 wydawat mi si¢ mato doktadny, zwrécitam si¢ do zespolu Prof. Adama Liwo
Z Pracowni Modelowania Molekularnego Wydzialu Chemii UG, ktory z kolei zasugerowat
wykonanie badan eksperymentalnych potrzebnych do lepszego zrozumienia struktury UL49.5
BoHV-1 i skierowat mnie do prof. Sylwii Rodziewicz-Motowidlo z Katedry Chemii
Biomedycznej Wydzialu Chemii UG. W ten sposob rozpoczgta si¢ moja wieloletnia
wspOlpraca z zespolem Prof. Rodziewicz-Motowidlo, ktéra zaowocowata 4 wspolnymi
manuskryptami publikacji i 4 wnioskami grantowymi ztozonymi do Narodowego Centrum
Nauki.

Badania strukturalne z wykorzystaniem techniki spektroskopii NMR i dichroizmu
kolowego (CD) fragmentow biatka UL49.5 BoHV-1 oraz jego wariantow z substytucjami

okreslonych reszt aminokwasowych przedstawiajg dwie kolejne publikacje z cyklu: Karska i
wsp., BBA-Biomembranes 2019 i Karska i wsp., Chemistry & Biodiversity 2021. W
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pierwszej z tych publikacji, wspolnie i réwnocennie z prof. Rodziewicz-Motowidlo,
nadzorowatam powstawanie pracy a dr Natalia Karska byta pracownikiem typu ,,post-doc” w
moim zespole badawczym, nast¢pnie przeniosta si¢ do zespotu w Katedrze Chemii
Biomedycznej. Od 2012r. opickowatam si¢ naukowo jako promotor pomocniczy doktorantka
Malgorzatg Graul (doktorat w 2019r.), ktora réwniez jest wspotautorka tych prac.

W ramach tych badan zostaly przez dr Karskag wykonane eksperymentalne badania
strukturalne (CD, NMR) zsyntetyzowanych przez nig dwoch fragmentéw biatka UL49.5
BoHV-1, ktérych wyniki postuzyly do opracowania metoda dynamiki molekularnej bardziej
doktadnego modelu biatka wirusowego. Moja rola w tych badaniach polegata na pomocy w
zaplanowaniu fragmentéw UL49.5 do syntezy chemicznej, w oparciu 0 dotychczasowa wiedzg
o biatku wirusowym, oraz na uczestnictwie w interpretacji wynikow, szczegolnie ich znaczenia
biologicznego. Wigkszos¢ mutantéw punktowych UL49.5 BoHV-1 zostala zbadana
strukturalnie (NMR, CD) 1/lub wymodelowana, a ich aktywno$¢ sprawdzona przeze mnie 1
doktorantke Malgorzate Graul w hodowlach komorek ssaczych. W trakcie tych badan
zrozumiatam rowniez, ze w badaniach strukturalnych UL49.5 i jego modelowaniu wazna role
powinien odgrywa¢ model blony. TAP jest kompleksem rezydujacym w ER, UL49.5 wigze
TAP w ER, a btona ER rozni si¢ swoim sktadem lipidowym i gruboscia (to tylko niektore wazne
parametry) od bton innych kompartymentow. Zatozytam, ze reszty aminokwasowe UL49.5
moga oddziatywacé réwniez z fosfolipidami blony, co bedzie wplywa¢ na strukturg biatka.
Model I-TASSER w ogoéle nie uwzgledniatl obecnosci blony podczas modelowania. W obu
powyzszych publikacjach zarowno badania CD i NMR, jak i modelowanie, zostaty wykonane
w  $rodowisku  nasladujgcym  biochemicznie  blon¢  eukariotyczng  (micele
dodecylofosfatydylocholiny (DPC) i dwuwarstwa 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glycero-3-
fosfatydylocholiny (POPC)). Otrzymany eksperymentalnie model 3D biatka UL49.5 pod
wieloma wzgledami roznit sie od teoretycznego z serwera I-TASSER, chociaz zachowywat
wspolny schemat architektury biatka. Wprowadzenie do uktadu modelu btony fosfolipidowe;j
pozwolito na okreslenie, ze biatko UL49.5 BoHV-1 jest w duzej czesci ,,schowane” w btonie,
ze $wiattem ER kontaktuje si¢ jedynie fragment domeny N-terminalnej, a od strony cytoplazmy
— glownie zbadany wczesniej motyw RGRG. Moja uwage zwrdcitlo rowniez nietypowe
utozenie rejondow TM w blonie — helisa TM w tym biatku jest wyraznie dwuczeSciowa, z
przetamaniem struktury w $rodku i utozeniem obu czesci fragmentu TM pod katem (tu zostat
on okres$lony na 110°). Innymi motywami strukturalnymi, ktére moglyby odgrywa¢ wazna role
w funkcjonowaniu biatka, byty jego N-terminalna a-helisa oraz motyw prolinowy domeny N-
terminalnej, ktory wydawat si¢ dodatkowo zakotwiczac¢ te czg¢s¢ biatka w btonie.

Pierwszym walidowanym motywem strukturalnym byta N-terminalna helisa UL49.5
BoHV-1, ktora wg analizy struktury drugorzedowej nie wystepowata w alfaherpeswirusowych
homologach niehamujacych TAP. Dlatego w badaniach opublikowanych w Chemistry &
Biodiversity wspoélnie z prof. Rodziewicz-Motowidlo, zaplanowatam substytucje w domenie
N-terminalnej, ktére miaty zaburzy¢ tworzenie a-helisy. Chociaz predykcje struktury I1-
rzedowej wykonane metodami bioinformatycznymi wskazywaty na zaburzenia w tworzeniu
helisy, w badaniach eksperymentalnych (CD i NMR fragmentow UL49.5) okazalo sig, ze N-
terminalna a-helisa w rejonie D24-G44 jest dos¢ mato podatna na zmiany, w tym wynikajace z
zastgpienia motywu RRE(30-32) resztami glicyny lub proliny, ktore powinny ,,ztamac” helise.
W wyniku przeprowadzonych badan uzyskatam jednak helis¢ wydtuzong lub skrécona, co nie
przektadato si¢ na zmiany w aktywnos$ci biatka. Moj wkiad w publikacji polegat rowniez na
zaplanowaniu eksperymentalnego wprowadzenia mutacji do motywu RRE metodq mutagenezy
miejscowo-specyficznej, a nastepnie, , przy wspotudziale Dr Matgorzaty Graul, cztonka mojego
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zespotu badawczeqo, otrzymanie linii komorek MJS z konstytutywnq ekspresjq otrzymanych
wariantow oraz okresSlenie ich wplywu na poziom czgsteczek MHC klasy I i poziom biatek
TAP1/TAP2. Analizowatam tez wyniki, uczestniczytam w przygotowaniu wersji oryginalne;j i
ostatecznej manuskryptu. Zbadanie roli motywu RRE miato by¢ kontrola pozytywna dla badan
innych wariantéw UL49.5, do poré6wnania, poniewaz motyw ten zostat wczesniej opisany przez
zespot  Shafiqula  Chowdhuriego z  Louisiana  State  University (DOI:
10.1371/journal.pone.0025742) jako najbardziej kluczowy dla aktywnos$ci badanego biatka.
Taka sama sekwencja, badana przez nas, wykazywatla jednak aktywno$¢ bardzo podobna do
biatka typu ,,dzikiego”’; korelowalo to réwniez z malymi zmianami w strukturze biatka, chociaz,
jak wiadomo, czasami nawet niewielkie zmiany strukturalne moga skutkowa¢ zmianami
funkcjonalnymi. Dlatego ten wynik byt dla nas nieoczkiwany i na tym etapie badan trudny do
wyjasnienia.

W ramach kontynuacji tych badan, w pracy opublikowanej jako Graul i wsp., JMB

2023 razem z dr Malgorzata Graul z mojego zespotu, wprowadzitySmy mutacje w motywie
RRE do genomu wirusa BoHV-1 (mutant BoHV-1 UL49.5 RRE/AAA), by sprawdzi¢, jak
zmienia si¢ aktywnos$¢ tego mutanta w czasie infekcji. Glownym celem tych badan byto jednak
okreslenie roli innego motywu strukturalnego UL49.5 BoHV-1, opartego na resztach prolin 52-
53, tzw. zawiasu prolinowego w strukturze biatka (52PPQ53). Motyw ten wydawat si¢ mi
dos¢ wyrdzniajgcym elementem sktadowym biatka BoHV-1. W publikacji tej jestem ostatnim
autorem i rownorzednym autorem korespondencyjnym, poniewaz praca ta obejmowata dwie
cze$ci — badania strukturalne biatka dwiema metodami modelowania molekularnego — ,.all-
atom” (wykonane przez dr Pawla Krupe z Instytutu Fizyki PAN i dr Natali¢ Karskg) i
,,UNited RESidue — UNRES” - te nadzorowat dr hab. Adam Sieradzan z zespotu Prof. Liwo,
oraz badan biologicznych, w ktorych moja rola polegata na zaplanowaniu doswiadczen
konstrukcji serii wariantow UL49.5 z mutacjami w badanym rejonie, konstrukcji wektorow
retrowirusowych do przenoszenia tych wariantow w celu konstrukcji linii stabilnych z UL49.5,
a takze zaplanowanie konstrukcji metodg homologicznej rekombinacji z DNA kasety do
mutagenezy wspomnianego wczesniej mutanta BoHV-1 UL49.5 RRE/AAA oraz BoHV-1
UL49.5 PPQ/GGG.

Do doswiadczen w tej czesci, oprocz autorstwa koncepcji badan, wniostam analize
wynikow oraz ich graficzne przedstawienie; w czesci strukturalnej uczestniczytam w analizie i
interpretacji wynikow; jestem tez gtownym autorem odpowiedzialnym za przygotowanie Wersji
oryginalnej i ostatecznej manuskryptu.

Przedstawione w tej publikacji wyniki badan zaprezentowaty ewoluujacy trzeci model
3D biatka UL49.5 BoHV-1. Tym razem wykonaliémy modelowanie dwiema metodami, ktore
daty spojne wyniki, i przedtuzony zostat czas symulacji. Model ten pozwolit nam na wskazanie,
ze motyw prolinowy odpowiada za dodatkowe zakotwiczenie domeny N-terminalnej bialka.
Dzigki temu dodali$my te role do listy mozliwych funkcji motywow opartych o reszty prolin w
biatkach. Analiza dynamiki struktury w czasie pomogta rowniez zrozumie¢, ze tak nietypowa
blonowa kotwica reguluje ruchliwos$¢ poszczegdlnych czgséci biatka oraz dostepnosé¢ C-konca
biatka w cytoplazmie. Model ten podkreslil rowniez role zgigcia pomigdzy dwiema cze$ciami
rejonu transbtonowego, tu wynidst on prawie 88° i ulegat wyraznym zmianom w zmutowanych
wariantach UL49.5. Te wszystkie zmiany strukturalne korelowaly z wyraznymi zmianami w
aktywnosci UL49.5 z uposledzonym motywem PPQ. Wykazalam, ze mutant PPG/AAA lub
PPQ/GGG to najbardziej uposledzona funkcjonalnie forma UL49.5, jaka badatam.
Zdolno$¢ do hamowania transportu TAP spadata o 60% w przypadku linii stabilnej z samym
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wariantem genu i o 43% w komorkach infekowanych mutantem wirusowym BoHV-1
PPQ/GGG. Za t¢ zmiang aktywnos$ci najprawdopodobniej odpowiada duzo stabsze
oddziatywanie z kompleksem TAP, co wykazata immunoprecypitacja kompleksu. Motyw PPQ
moze odpowiada¢ za interakcje z transporterem bezposrednio lub regulowaé posrednio
struktur¢ wymagang do zablokowania TAP. Motyw PPQ, pomimo, Ze znajduje si¢ w domenie
N-terminalnej biatka, jest rowniez niezbg¢dny do indukowania degradacji transportera; role te
przypisujemy motywowi C-terminalnemu RGRG, ktorego dostgpnos$é dla maszynerii ERAD
najprawdopodobniej moze si¢ zmienia¢ bez prolinowej kotwicy (w tych czasteczkach, ktore
nadal, chociaz duzo stabiej wigza TAP) (Rys.3).
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“Ferao molekularne UL49.5 BoHV-1 z
4 substytucjami w motywie PPQ domeny N-

terminalnej (,,zawias prolinowy”).

proteasome

W badaniach tych mutant BoHV-1 RRE/AAA miatl ponownie tylko nieznacznie
uposledzong zdolno$¢ hamowania transportu peptydow antygenowych, wigzal poprawnie
transporter 1 indukowat jego degradacje tak, jak wirus typu ,,dzikiego”.

Dopiero moja dyskusja z Shafigiem Chowdhury’m podczas konferencji
miedzynarodowej European Congress of Virology w Gdansku w maju 2023r. pozwolita
wysuna¢ mikrohipoteze, ktora moglaby czesciowo wytlumaczy¢ obserwowane réznice w
aktywno$ci mutanta w motywie RRE. Ot6z oprocz roznic w metodyce badan, mutant wykonany
w USA jest oparty na innym szczepie wirusa - Cooper. Szczep ten nie jest genetycznie odlegly
od wykorzystywanego przez nas szczepu holenderskiego Lam, ale wg dr Chowdhury’ego ma
on zupehie inng kinetyke ekspresji genow UL495-gM oraz zdolno$¢ UL49.5 do oddzialywania
z innymi biatkami wirusowymi. To nie thumaczy r6znic obserwowanych w liniach stabilnych,
gdzie jedynym elementem wirusowym jest gen UL49..5 o identycznej sekwencji w tych
szczepach, ale postanowitam w przysztosci zweryfikowaé mikrohipoteze o roznych szczepach
wirusa, otrzymujac, dzigki wspotpracy z Panstwowym Instytutem Weterynaryjnym -
Panstwowym Instytutem Badawczym w Putawach, referencyjny szczep Cooper BoHV-1.

Badania strukturalne UL49.5 bed¢ kontynuowaé w przysziosci. Model biatka nadal
ewoluuje, a jego kolejng odstong przedstawilismy w pracy z poz. 1 zestawienia mojego
catkowitego dorobku (Karska i wsp., ChemRxiv/BBA-Biomembranes 2023). W modelu tym
zastosowano jeszcze bardziej przedtuzona symulacj¢ dynamiki molekularnej, ale przede
wszystkim, opracowano do badan in silico (dr Pawet Krupa z Instytutu Fizyki PAN) model
btony ER o sktadzie fosfolipidowym przypominajacych btong biologiczng. W pracy tej dr
Karska zbadata tez strukturalnie homolog UL49.5 HSV-1, wskazujac na znaczne réznice
strukturalne miedzy tymi biatkami, przede wszystkim w rejonie TM (zgigty w BoHV-
1/wyprostowany u HSV-1) i domenie N-terminalnej (mniej ruchliwa ustrukturyzowana, z
motywem PPQ u BoHV-/nieustrukturyzowana, ruchliwa, bez dodatkowego zakotwiczenia u
HSV-1). W pracy tej do uzyskanego wstepnego modelu TAP zadokowano tez UL49.5 BoHV-
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1, uzyskujac wstepny model, wg ktérego motyw PPQ i rejon TM UL49.5 BoHV-1 moga petnié
glowng rolg w oddzialywaniach. Model ten wymaga optymalizacji 1 weryfikacji
doswiadczalnej, dlatego ztozylisSmy z dr Krupa i zespotem prof. Rodziewicz-Motowidto
whniosek grantowy OPUS do Narodowego Centrum Nauki na te badania, a dr Natalia Karska
juz uzyskata finansowanie z NCN w ramach projektu SONATA, Zeby uzyskac¢ struktury innych
wirusowych inhibitoréw TAP.

Badajac oddzialywanie TAP z wariantami UL49.5 przez lata zmagaliSmy si¢ z
problemem braku dostepnych komercyjnie dobrych przeciwciatl anty-TAPL i anty-TAP2.
Dlatego postanowilam opracowa¢ platform¢ do badan komoérkowych oparta na
fluorescencyjnie znakowanym transporterze, w postaci fuzji z bialkiem zielonej

fluorescencji GFP. Wyniki tych badan prezentuje kolejna publikacja z cyklu: Wachalska i

wsp., Cells 2019. W roku 2014 Magda Wachalska dotaczyla do mojego zespolu jako
doktorantka, nad ktorg sprawowalam opiek¢ jako promotor pomocniczy (doktorat zostal
obroniony w 2022r.). Konstruujagc platform¢ TAP-GFP w komoérkach MJS i komoérkach
ludzkiej biataczki U937, wykorzystatySmy linie tych komoérek z mutacja typu ,,knock-out” —
delecjg w genie TAP1 lub TAP2 (MIJS) lub obu genoéw (U937). Takie podejscie pozwolito
zastgpi¢ endogenng podjednostke TAP wersja egzogenng z GFP. Linie TAP1KO/TAP2KO
otrzymatam dzieki wspotpracy z zespotem Prof. Wiertza z Holandii. Badania jeszcze z czasow
pionierskich nad UL49.5 BoHV-1 pokazaly, ze dotaczanie GFP do TAP moze skutkowac
brakiem jego podatnosci na degradacje. Dlatego w tej pracy postanowitam zaplanowac seri¢
wariantow, dotagczajagc GFP do TAP1 lub TAP2, od strony N- lub C-terminalnej, przy uzyciu
réznych linkeréw (Rys.4). Dwa z konstruktow wykazywaty optymalng aktywnos¢ i podatnosc¢
na UL49.5, wigc wykorzystatam je w kolejnych badaniach. W badaniach prezentowanych w
pracy z Cells do uzyskanego systemu TAP-GFP wprowadziliémy tez geny kodujace inne
inhibitory TAP — wirusowe bialka ICP47 wirusa opryszczki HSV-1, US6 ludzkiego
cytomegalowirusa i CPXV012 wirusa ospy krow, w celu poréwnania ich aktywnosci.
Dowiedzielismy si¢, ze biatko UL49.5 obnizato poziom MHC klasy I na powierzchni komorek
tak samo dobrze jak biatko ICP47, za to jako jedne spos$rod badanych, wykazywato zdolnos¢
do degradacji transportera. Uzyskatam réwniez ko-ekspresje genow inhibitorow w parach; jest
to podejécie stosowane do ustalenia
konformacji TAP wigzanej przez
bialka-inhibitory.  Wg  uzyskanych

y BoHV-1 UL49.5-sensitive/degraded < d anych WCiqZ oczekujqcych na
opublikowanie, UL49.5 wiaze

konformacje pozniejsza niz ICP47, a

Tm‘)mpz wcezesniejsza niz CPXV012, co jest

zgodne z hipoteza, ze to konformacja

TAP-GFP variants

ER lumen posrednia ze zwigzanym peptydem

P powinna by¢ tg, ktorg UL49.5 blokuje.
o

Rys.4. Abstrakt graficzny z Wachalska i wsp.,

& r
¥ !
%@ Cells 2019, wizualizujgcy serig konstruktow

\ / \ — TAP-GFP przygotowanych jako platforma do
UL49.5-resistant unstable dalszych badan aktywnosci UL49.5 i innych
wirusowych inhibitorow TAP.

Ad.3
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Rola tworzenia heterodimeru z wirusowg glikoproteing M jest kluczowym podczas infekcji
BoHV-1 mechanizmem regulujacym aktywnos¢ UL49.5, co wykazatam w czasie swoich badan
doktorskich (publikacja z zalacznika 4, p.ll, poz. 27). Zglebiajac aspekty molekularne
funkcjonowania UL49.5, chciatam pozna¢ interakcje z glikoproteing M réwniez na
poziomie molekularnym, identyfikujac te domeny biatek, motywy lub reszty aminokwasowe,
ktore sa odpowiedzialne za to wigzanie. Zastosowatam podejscie wprowadzania delecji w
genach UL49.5 i UL10, kodujacym gM oraz mutageneze¢ miejscowo-specyficzng. Wyniki
badan zebraliémy w kolejnej publikacji z cyklu Graul i wsp., JGV 2019.

W publikacji tej jestem ostatnim autorem i autorem korespondujgcym, sprawowatam
podczas badan opieke nad calym zespotem, w tym Maltgorzatq Graul w ramach jej pracy
doktorskiej. Odpowiadam za koncepcje badan, analize wynikéw i ich wizualizacje,
przygotowanie wersji oryginalnej manuskryptu. W pracy tej wykazaliSmy, ze do tworzenia
kompleksu UL49.5-gM i jego transportu do btony komoérkowej nie sg potrzebne domeny
cytoplazmatyczne obu biatek. Za te procesy wydaje si¢ odpowiada¢ domena transbtonowa (gM
ma 8 helis transbtonowych) oraz poprawne sfaldowanie biatek zachodzace jedynie, gdy tworza
one kompleks. Domena cytoplazmatyczna gM jest konieczna do endocytozy kompleksu z
powierzchni komorki 1 inkorporacji do wirionow BOHV-1 (endocytoza jest uwazana U
alfaherpeswirusOw za mechanizm, dzigki ktoremu biatka ostonki trafiajg do miejsc sktadania
wirion6w). Badania te wymagaly opanowania warsztatu konstrukcji mutantéw wirusowych
dzigki rekombinacji miejscowo-specyficznej DNA wirusa w postaci tzw. BAC (ang. baterial
artificial chromosome), czyli wielkiego plazmidu utrzymywanego w E.coli. Technologia ta jest
szczegblnie przydatna w przypadku modyfikacji genetycznych genomu wirusa, ktore
uposledzajg jego namnazanie. Technologie BAC pozyskatam dzigki nawigzaniu wspotpracy z
Prof. Mathiasem Ackermannem z Uniwesytetu w Zurychu w Szwajcarii, gdzie doktorantka
odbywata staz badawczy. Wynik pokazujacy zbednos¢ domeny cytoplazmatycznej gM do
dojrzewania biatka i jego akceptacji przez system kontroli jako$ci ER (ang. ER quality control)
byt dos¢ nieoczekiwany, poniewaz liczaca 32 reszty aminokwasowe domena cytoplazmatyczna
glikoproteiny ~ wydawata si¢ najbardziej prawdopodobnym = Zrédlem  motywow
odpowiadajacych za retencj¢ w ER lub uwalnianie z ER. W czasie tych badan zaczgly si¢
pojawia¢ doniesienia literaturowe o roli tzw. motywéw glicynowych/zamkéw glicynowych.
Zamek glicynowy to podwdjny motyw glicynowy GxxxGxxxG, gdzie role reszty glicyny moze
pehi¢ inna reszta o niewielkim rozmiarze, jak alanina lub seryna. Dlatego postanowity$my
zbada¢ sekwencje 8 rejonéw transblonowych gM i rejonu TM UL49.5 metodami
bioinformatycznymi, poszukujac potencjalnych motywow podobnych do glicynowych.
Wytypowaty$my 3 takie motywy w gM i jeden w rejonie TM UL49.5, co mogtoby ttumaczy¢
mechanizm oddzialywania obu biatek BoHV-1. Sekwencje kodujace te motywy zostaly
poddane mutagenezie miejscowo-specyficznej, w rezultacie ktorej obie reszty glicyny lub
alaniny z motywu zostaly zastapione resztami leucyny, co jest przyjeta w przypadku tych
motywoéw metodyka. Okazato si¢, ze zmiany w obrebie 5 (szczegdlnie) i 7 motywu
glicynowego gM znaczgco uposledzaty tworzenie kompleksu z UL49.5 oraz dziatanie ochronne
gM, polegajace na kompetycji z TAP. Poniewaz wykazatam, iz mutageneza potencjalnego
motywu w UL49.5 nie wptywata na kompleks, wydaje si¢, ze motywy glicynowe sa
odpowiedzialne za utrzymanie konformacji domeny transblonowej gM potrzebnej do
wigzania UL49.5. W badaniach tych zdecydowatam si¢ tez wykorzysta¢ konstrukty UL49.5 z
zamienionymi domenami z homologiem z wirusa VZV z publikacji Verweij, Lipinska i wsp.,
Mol. Immunol. 2011. Ponadto, wykorzystujac sekwencj¢ kodujaca rejon TM z
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hemaglutyniny grypy szczepu H5N1 wyizolowanego w naszym laboratorium z zakazonego
tabedzia, przygotowatam konstrukt, ktory pozwalat na zakotwiczenie domeny N-terminalnej
UL49.5 BoHV-1 przez fragment TM z hemaglutyniny (HA). Konstrukty te pozwolity okreslic,
ze jest mozliwe tworzenie heterodimeru gM z chimerycznym biatkiem z domeng N-terminalng
UL49.5 BoHV-1 zakotwiczong w btonie przez rejon TM z VZV lub HA grypy, ale jedynie
rejon z natywnego biatka z BoHV-1 warunkuje wiasciwe dojrzewanie i wewnatrzkomorkowy
transport heterodimeru. Rola rejonu TM UL49.5 wydaje si¢ wigc by¢ bardziej kluczowa dla
oddziatywania z gM niz z TAP. W pracy z JMB natomiast pokazalismy, ze rejon PPQ UL49.5
nie jest potrzebny do wigzania gM 1 dojrzewania kompleksu, w przeciwienstwie do
oddziatywania z TAP.

Ad.4

W publikacji o roli motywu PPQ wykazalismy, ze model fluorescencyjnego TAP mozna
wykorzysta¢ do badania degradacji transportera w obecnosci UL49.5. UL49.5 z mutacjami w
motywie PPQ tracil zdolnos¢ do indukowania degradacji TAP.

Dlatego waznym zadaniem badawczym stato si¢ zrozumienie, jaki jest mechanizm
degradacji bialek TAP1 i TAP2 w obecnosci UL49.5 BoHV-1 (i prawdopodobnie jego
ortologbw z motywem RGRG na C-koncu). Degradacja nie wydaje si¢ by¢ procesem
niezbednym do hamowania transportera TAP. Z perspektywy lat badan sktaniam si¢ ku
hipotezie, ze jest jedynie ostatecznym usuni¢ciem biatek transportera, ktore i tak sg
zahamowane przez zwigzanie UL49.5. Hipoteze t¢ potwierdzaja skonstruowane warianty
UL49.5 BoHV-1, z mutacjami zmieniajgcymi zaobserwowane podczas badan strukturalnych
(NMR) mostki solne stabilizujgce domene N-terminalng: R30DR31D (RR/DD) i D36K, ktore
maja niezmieniong aktywnos$¢ hamowania transportu peptydow antygenowych, ale nie
destabilizujag poziomu bialek TAP. Wyniki te wcigz oczekuja na opublikowanie,
prezentowali$my je na konferencjach naukowych. W autoreferacie dodatkowo przedstawitam
wyniki naszych prac nad mechanizmem degradacji, ktore sg zawarte w dwoch manuskryptach
publikacji znajdujgcych sie na dzien 31 lipca 2023r. w recenzjach. W badaniach tych
wykorzystali$my model fluorescencyjnego TAP opublikowanego przez nas w Cells.

Planujgc badania, rozwazatam dwie hipotezy badawcze dotyczace degradacji TAP zaleznej
od UL49.5 BoHV-1: 1) ze UL49.5 utrzymuje po zwigzaniu TAP konformacje transportera,
ktéra jest podatna na degradacje, intensyfikujac usuwanie TAP przez system kontroli jakosci
bialek ER powigzany ze szklakiem ERAD (ang. ER-associated degradation); 2) ze UL49.5
petni role adaptora rekrutujacego sktadniki szlaku ERAD, ktore nie majg zdolno$ci
rozpoznawaniu TAP w nieobecnosci wirusowego biatka. W celu weryfikacji hipotez
zastosowalismy wysokoprzepustowe badania przesiewowe (ang. highthroughput screening).
Pierwsze podejscie badawcze to ,,screen” oparty na bibliotece interferujacego RNA (SIRNA),
mozliwy dzigki nawigzanej na krajowej konferencji wspotpracy z dr hab. Romanem
Szczesnym z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. W tym zespole byty
dostepne sub-biblioteki sSiRNA oraz metoda wizualizacji efektu, oparta na zautomatyzowanej
transfekcji i obserwacjach mikroskopowych zmian we fluorescencji (w naszym przypadku —
TAP-GFP) po wyciszeniu poszczegolnych gendow z sub-biblioteki okreslonej jako ,,proteostaza
— homeostaza biatek”. Szczgsliwie w bibliotece tej, liczacej sobie siRNA dla 1920 genow
cztowieka znalazly si¢ geny odpowiedzialnej ligazy ubikwityny, czyli biatka E3. Jest nim
wielosktadnikowa CRL2 — ligaza oparta na platformie w postaci kuliny-2, wraz z biatkami
elongina B i C. CRL2 rozpoznaje rézne biatka komoérkowe w zaleznosci od specyficznego
biatka-receptora. W identyfikacji tego biatka-receptora oraz innych bialek uczestniczacych

Strona |15



Dr Andrea Lipinska e Zatgcznik nr 3 e Autoreferat

pomogt ,.screen” oparty na bibliotece lentiwirusowej sgrRNA systemu CRISPR/Cas9. Badanie
to wykonala doktorantka Magda Wachalska, ktérg si¢ opiekowatam jako promotor
pomocniczy, w ramach pobytu w laboratorium Prof. Rona Kopito z Uniwersytetu Stanforda,
eksperta od degradacji bialek. Staz ten zapoczatkowat mojg wspotprace z Prof. Kopito, ktéra
na pewno bedzie kontynuowana w przysztosci w celu weryfikacji roli innych biatek
wskazanych przez ,screen”. Delecje gendéw w komorkach MIJS-TAP2-GFP metoda
CRISPR/Cas9 pozwolily na wytypowanie na pierwszym miejscy biatka KLHDC3 (Kelch
domain containing protein 3) jako receptora CRL2. Bialko to uczestniczy w rozpoznawaniu
tzw. C-degronoéw, czyli niekorzystnych w swoim sktadzie aminokwasowym motywéw na C-
kobncu biatka, ktore promujg ich intensywng degradacj¢, przewaznie zalezng od proteasomu.
W naszym przypadku KLHDC3 rozpoznaje motyw RGRG UL49.5, rekrutujac CRL2, ktore
jest biatkiem cytoplazmatycznym. W przypadku opublikowania wynikow, bedzie to pierwsze
doniesienie o udziale CRL2 w systemie ERAD. Lista znanych biatkowych substratow
KLHDCS3 jest krotka, dodalismy wiec do niej kolejny, w tym pierwszy wirusowy. Stosujac
podejscie strukturalne, dr Magdalena Slusarz z zespolu Prof. Liwo wymodelowata KLHDC3
z dekapeptydem reprezentujgcym C-koniec UL49.5 oraz pelng struktur¢ UL49.5 w blonie ER
z KLHDC3. Modele te wskazujg na wazne oddzialywania ostatniej reszty glicyny G95 oraz
reszty argininy R93 w wigzaniu oraz ttumaczy, dlaczego reszty KK/SS UL49.5 (ktorych role
weryfikowalam w publikacji z Mol. Immunol.) nie sa dostepne dla CRL2 do ubikwitynacji —
Sa one zaangazowane w wigzanie KLHDC3. W rezultacie to TAP (nie wiemy jeszcze ktora
podjednostka) staje si¢ celem molekularnym ubikwitynacji i degradacji, a za degradacje
UL49.5 odpowiada inna komoérkowa ligaza ubikwityny — HRD1 systemu ERAD. Badania
weryfikujace oddziatywanie z KLHDC3 zamierzam kontynuowaé¢ doswiadczalnie, poprzez
mutageneze miejscowo-specyficzng KLHDC3. Mozna réwniez podja¢ probe krystalizacji
biatka KLHDC3 z peptydem reprezentujgcym C-koniec UL49.5. Wg badan in silico wigzanie
KLHDC3 moze zmienia¢ umiejscowienie domen UL49.5 w blonie, co nalezatoby
zweryfikowaé doswiadczalnie — KLHDCS3 jest w kompleksie UL49.5 z TAP, ale jak czasowo
i przestrzennie ten kompleks sie tworzy, w jakiej kolejnosci, jest kolejnym fascynujgcym
pytaniem naukowym.

W swoich badaniach podoktorskich staram si¢ tgczy¢ badania aspektow strukturalnych
biatek w celu lepszego zrozumienia molekularnego mechanizmu ich dziatania i interakcji.
Chciatabym moc ,,zobaczy¢” na poziomie molekularnym kompleks UL49.5 z transporterem
TAP 1 biatkiem KLHDC3 oraz kompleks UL49.5 i gM. Moim naukowym celem jest proba
opracowania modelu doswiadczalnego do badan strukturalnych kompleksu TAP z UL49.5
BoHV-1 metoda kriomikroskopii elektronowej (cryo-EM). Rozpoczgtam przygotowania do
ckspresji genow kompleksu w dwoch  systemach eukariotycznych —  systemie
bakulowirusowym, gdzie produkcj¢ samego TAP uzyskano juz wczesniej, a ja uzyskalam
ekspresje genu UL49.5, natomiast wicksze nadzieje poktadam w systemie pierwotniakowym
Leishmania tarentolae, w ktorym mozna wyprodukowa¢ w duzych ilosciach, w miarg
homogennie (co jest warunkiem do badan cryo-EM) biatka eukariotyczne zblizone
modyfikacjami do tych otrzymywanych w komoérkach ludzkich. Model do cryo-EM moze
stanowi¢ wyzwanie, poniewaz oprocz trzech badanych biatek w btonie ER (izolowanych jako
mikrosomy), potrzebne jest dodanie do uktadu syntetycznego peptydu antygenowego i ATP.
Badania bede probowac¢ wykona¢ w Polsce, dzigki wspotpracy z prof. Michatem Szymanskim
z naszego wydziatu, w Narodowym Centrum Promieniowania Synchrotronowego SOLARIS
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Alternatywa sa rowniez badania w USA, w zespole
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dr Jue Chen z Howard Hughes Intitute, ktora otrzymata juz struktur¢ cryo-EM TAP z biatkiem
ICP47 (jedyna dostepna struktura doswiadczalna TAP), a z ktoéra nawigzatam kontakt piszac
publikacje o strukturze UL49.5 zadokowanej do TAP.

Na badania nad molekularnym mechanizmem dziatania UL49.5 otrzymatam finansowanie
w ramach dwoch grantow badawczych. Po urlopach macierzynskich, w 2011r otrzymatam
grant w ramach II Edycji Programu POMOST Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (“Exploring
new immune evasion mechanisms of herpesviruses the search for improvement strategies of
anti-herpesviral vaccines and virus-based therapeutics” — ,,Zglebiajac nowe mechanizmy
“ucieczki immunologicznej” herpeswirusow — poszukiwanie nowych strategii udoskonalania
szczepionek przeciwwirusowych i wektorow wirusowych stosowanych jako terapeutyki”), a
nastepnie w 2015r. grant w ramach Projektu SONATA BIS4 Narodowego Centrum Nauki
(,,.Molekularny mechanizm dziatania bialek alfaherpeswirusow kluczowych dla modulacji
odpowiedzi immunologicznej”).

Za swoje najwazniejsze osiggniecia przedstawione w cyklu prac uwazam:

- dodanie ortologéw UL49.5 FHV-1 i CHV-1 do listy biatek UL49.5, ktére s3
zdolne do hamowania kompleksu TAP,

- uzyskanie opartego na badaniach eksperymentalnych modelu 3D biatka
UL49.5 BoHV-1,

- wskazanie na wazna role motywu PPQ (zawiasu prolinowego) UL49.5 BoHV-
1 w wigzaniu TAP i hamowaniu transportera, chociaz kontynuacja badan jest
potrzebna do petnego zrozumienia, w jaki sposdb.

- wykazanie waznej roli zamkow glicynowych w rejonach TM glikoproteiny M
w tworzeniu heterodimeru z UL49.5 BoHV-1, co reguluje aktywnos$¢ UL49.5
podczas infekgc;ji.

- wyjasnienie, ze za interakcje UL49.5-gM i dojrzewanie kompleksu/eksport z
ER odpowiada struktura domeny transbtonowej, a nie konkretne sekwencje
sygnatowe.

- rozwiniecie modelu badawczego i metodyki do badan wirusowych biatek-
inhibitoréw kompleksu TAP.

A poza cyklem:

- identyfikacje biatek komdrkowych odpowiedzialnych za degradacje TAP
indukowang przez UL49.5 oraz za degradacje samego UL49.5.

Znaczenie uzyskanych wynikow dla rozwoju dziedziny nauk i dyscypliny biotechnologii.:

Poznanie molekularnego mechanizmu dzialania alfaherpeswirusowych biatek UL49.5/gM
w kontekscie odpowiedzi immunologicznej ma znaczenie na kilku ptaszczyznach. 1) pozwala
lepiej zrozumie¢ patogeneze konkretnych wiruséw oraz wskazaé, jak mozemy wykorzystac t¢
wiedzg biotechnologicznie, np.: planujgc udoskonalone szczepionki antyherpeswirusowe lub
leki. Migdzy innymi, moje wyniki wskazuja, ze BoHV-1 hamuje kompleks TAP i indukuje jego
degradacje we wczesnej fazie infekcji (5-11 godzin), natomiast w pozniejsze fazie dolaczaja
inne immunomodulacyjne biatka (np.: rybonukleaza wirusowa vhs - produkt genu UL41).
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Wyniki te korelujg z raportowanymi przez inne grupy badawcze obserwacjami przebiegu
odpowiedzi immunologicznej u zakazonych krow, w ktorej kluczowa rolg odgrywaja gtdwnie
bardzo wczesne i wezesne antygeny wirusa, pozniej TAP nie pelni juz efektywnie swojej roli
w prezentacji antygenow. W rezultacie, przygotowujac wniosek grantowy do europejskiej
weterynaryjnej sieci ERA-NET-ICRAD na opracowanie szczepionek przeciw BoHV-1
opartych o nowe platformy ekspresji antygenow, zaproponowatam, by do gtdéwnego biatka
antygenowego wirusa doda¢ jako drugi antygen szczepionkowy, biatko natychmiastowo-
wczesne Circ BoHV-1.

2) UL49.5 BoHV-1 jest wykorzystywane w badaniach nowych wektoréw do
przeciwnowotworowej terapii cztowieka, tzw. wektorow onkolitycznych. Sg one oparte na
wirusie HSV-1, w ktorym jego gen biatka immunomodulacyjnego ICP47 podmienia si¢ na
ULA49.5 z tego wzgledu, ze dzialo ono na TAP w modelu mysim 1 takie wektory mozna testowac
na myszach. Zrozumienie mechanizmu aktywnosci UL49.5 jest w takim przypadku wazne, by
lepiej przewidzie¢, jak takie wektory beda dziata¢ w terapii.

3) Warsztat badawczy, taki jak platforma TAP-GFP do badania szlaku prezentacji
antygenoéw zaleznego od MHC klasy I, jest dos¢ uniwersalny, by mozna go wykorzysta¢ do
badan wiasciwosci immunomodulacyjnych innych wirusow. Metodyke, ktora rozwingtam,
moglam wykorzysta¢ w mojej obecnej tematyce badawczej, obejmujacej badania wlasciwosci
immunomodulacyjne bialek wirusa SARS-CoV-2 w ramach projektu OPUS NCN. Badam
przede wszystkim zdolno$¢ poszczegolnych biatek koronawirusa do hamowania szlakow
prezentacji antygendéw (z wykorzystaniem TAP-GFP), wiele z tych biatek posiada po kilka
rejondw transbtonowych, moge wieC dodatkowo korzysta¢ z do§wiadczenia z badan gM jako
biatka transblonowego.

4) Biatka wirusowe sg cz¢sto cennymi narz¢dziami, dzigki ktorym poznajemy komorkowe
szlaki molekularne. Biatka wirusowe podlegajg bowiem najczgsciej tym samym regutom,
szlakom, mechanizmom, enzymom, co biatka komdrkowe. Aktywno$¢ szlaku ERAD zostata
na poczatku poznana dzieki wirusowym bialkom przejmujagcym t¢ maszyneri¢ do celu
wirusowej propagacji i ucieczki immunologicznej, podobnie jak UL49.5 BoHV-1 ,kradnie”
komorkowy szlak C-degronow i ERAD do usuwania TAP. Jedyna znana do tej pory struktura
TAP zostala otrzymana w kompleksie z biatkiem ICP47 HSV-1, ktore stabilizuje kompleks.
Jest to jednak tylko jedna z konformacji TAP. Moze dzigki UL49.5 bgdziemy mogli poznaé
kolejng konformacje¢ strukturalng TAP i potwierdzi¢ zalozenia o wystepowaniu trzech
konformacji tego transportera.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotna aktywnoscia naukowa lub artystyczng realizowana w

wiece] niz jedne] uczelni, instvtucji naukowej lub instyvtucji kultury, w szczegolnosci

zagranicznej.

Pierwszy staz zagraniczny odbylam w trakcie studiow magisterskich (2-miesigczny w
Institute for Animal Health w Compton, Wielka Brytania), a nastepnie w ramach stypendium
naukowego Fellowship of the International Agriculture Centre (IAC) w Wageningen (3-
miesieczny w Institute for Animal Health and Science w Lelystad, Holandia, w laboratorium
dr Fransa Rijsewijka). W latach 2002-2004 dotaczytam do zespotu Prof. Emmanuela Wiertza,
z Department of Medical Microbiology, Leiden University Medical Center w Leiden,
Holandia i okresach kilkumiesigcznych (3 miesigce+5miesigce+Smiesigcy) finalizowalam
doswiadczenia do doktoratu (czego wynikiem jest podwojna afiliacja w publikacji w poz. 28
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zestawienia catkowitego dorobku), oraz rozpoczetam nowy kierunek badan nad kompleksem
ULA49.5/gM, aby zrozumie¢, na poziomie molekularnym, jak dziataja oba biatka u wybranych
alfaherpeswiruséw. Staz ten byl finansowany przez dwa stypendia FEBS (Federation of
European Biochemical Societies), ktore uzyskatam: FEBS Summer Fellowship i FEBS
Scholarship for Central and Eastern Europe. Badania w Leiden rozpoczely rowniez
dlugoletniag wspotprace migdzynarodowa z zespolem prof. Wiertza, ktéra zaowocowala 4
wspolnymi publikacjami po uzyskaniu stopnia doktora. W ramach pobytu w Leiden
rozpoczgtam przygotowanie konstruktow herpeswiruséw innych niz opisane w doktoracie,
rozpoczgtam planowanie mutantow UL49.5 z mutacjami punktowymi w celu weryfikacji ich
wplywu na aktywnos$¢ biatka. Przygotowywatam tez linie mysich komorek z UL49.5 BoHV-1,
poniewaz biatko to unikalnie dla inhibitoréw TAP blokuje tez mysi transporter. Oswiadczenie
Prof. Wiertza potwierdzajace role tego stazu w mojej karierze podoktorskiej zatagczam jako
Zatacznik 3.3.

Natomiast nawigzana w zespole Prof. Wiertza wspolpraca naukowa i przyjazn z dr
Danijela Koppers-Lalic (pierwsza autorka publikacji w poz. 28 z zestawienia calkowitego
dorobku w Zal. 4) zaowocowata dalszg wspotpracg 1 3 wspdlnymi publikacjami po doktoracie,
gdy dr Koppers-Lalic rozpoczeta prace w Erasmus Medical Center w Rotterdamie,
Holandia, w tematyce egzosomow. Rolg egzosomow W infekcji alfaharperswirusami zacz¢tam
sie zajmowac¢ w ramach projektu badawczego SONATA, ktorego bytam kierownikiem.

6. Informacja o osiqggnieciach dydaktyvcznych, organizacyjnych oraz popularvzujgcych nauke
lub sztuke.

Dzialalno$¢ dydaktyczna stanowi bardzo wazny komponent mojej pracy na
Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii od poczatku mojego zatrudnienia. Staram si¢
caly czas rozwija¢ swoje umiej¢tnosci dydaktyczne, uczestniczgc W szkoleniach w zakresie
dydaktyki w ramach Centrum Doskonalenia Dydaktycznego i Tutoringu UG i wilaczajac
innowacyjne metody dydaktyczne do zaje¢, ktore prowadze dla studentéw Migdzyuczelnianego
Wydziatu Biotechnologii (na I i 11 stopniu), kierunku Bioinformatyka Wydzialu Matematyki,
Fizyki i Informatyki (wyktady i ¢wiczenia laboratoryjne w ramach kursu Biologia komorki i
metabolizm dla I stopnia), Wydziatu Farmacji GUMed (wyktady i seminaria w ramach kursu
w jezyku angielskim ,,Viruses as sustainable drug targets and pharmaceutical platforms” dla
miedzynarodowych studiow II stopnia International Master in Sustainable Drug Discovery — S-
DISCO) 1 od roku akademickiego 2023/2024 kierunku Marine Biotechnology wspolnie
prowadzonego przez MWB i Wydziat Oceanografii i Geografii UG (w jezyku angielskim, Il
stopnia, kurs wyktadowy ,,Principles of molecular and cellular biology”). Be¢d¢ réwniez
prowadzi¢ pracowni¢ magisterska dla studentow w ramach miedzynarodowe;j sieci European
University of the Seas (SEA-EU), do ktorej nalezy Uniwersytet Gdanski. Bylam czlonkiem
zespotu roboczego przygotowujacego dwa programy ksztalcenia: programu studiéw I stopnia
na kierunki Biotechnologia opartego o moduly tematyczne (za prace te zostalam wraz z
zespotem nagrodzona Nagroda Zespolowa I stopnia Rektora UG) oraz programu nowego
anglojezycznego kierunku Marine biotechnology wspomnianego wyzej. Aktywnie dzialam
jako wyktadowca, opiekun pracy magisterskiej i praktyk wakacyjnych dla studentow
uruchomionych w roku 2022/2023 mi¢dzynarodowych studiow S-DISCO, wspotpracujac w
tym zakresie z Wydziatem Farmacji GUMed. Dla wielu kurséw przygotowywatam od podstaw
programy: oba wspomniane wyzej studia anglojgzyczne, ¢wiczenia laboratoryjne Pracownia
biochemii biatek na Il stopniu Biotechnologii (prowadze czgsto grupy anglojezyczne studentow
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z wymiany mi¢dzynarodowej Erasmus, przyczyniajac si¢ do rozwoju umi¢dzynarodowienia na
mojej uczelni), ¢wiczenia laboratoryjne Laboratorium z wirusologii (ktérego jestem
pomystodawca), Organizmy modelowe — komorki ssacze (seminaria i ¢wiczenia laboratoryjne),
Zastosowanie wirusOw w biotechnologii i medycynie (wyktady), Seminarium z publikacji
doswiadczalnych w biologii molekularnej i biotechnologii (réwniez prowadz¢ grupy
anglojezyczne), wyktady =z Systematyki i taksonomii organizméw, Przegladu
mikroorganizmow (protisty, Sinice i wirusy), patogendw wirusowych roslin, dawniej rowniez
seminaria metodyczne z Metod Biologii Molekularnej dla | stopnia Biotechnologii. W
przypadku obu ¢wiczen laboratoryjnych jestem wspotautorkg skryptow polsko- i
anglojezycznych dla studentow. Duzym wyrdznieniem w pracy dydaktycznej byta nominacja
do plebiscytu Nauczyciel Akademicki Roku Dziennika Baltyckiego w 2021r. Jestem tez
wspotautorka doniesienia plakatowego z zakresu dydaktyki na konferencji migdzynarodowe;j
45th FEBS Congress "Molecules of Life: Towards New Horizons™ pt.: Boosting the learning
of biotechnology byconcept-based teaching” z 2021r.

Za swojg dziatalno$¢ naukowsg i dydaktyczna otrzymatam w 2022r. Medal Komisji
Edukacji Narodowej.

W okresie styczen 2021-czerwiec 2022 opiekowalam si¢ naukowym Minigrantem
studenckim dotyczagcym badania bialek wirusa SARS-CoV-2 w ramach projektu ProUG
("PROgram Rozwoju Uniwersytetu Gdanskiego” wspotfinasowanego przez przez Unig
Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Spolecznego”). Minigrant realizowata czworka
studentow I stopnia Biotechnologii wylonionych w konkursie. Prowadz¢ corocznie pracownie
specjalizacyjna licencjacka i magisterska, opiekujac si¢ pracami dyplomowymi na | stopniu
Biotechnologii (licencjackimi) oraz pracg laboratoryjna i pracami dyplomowymi magistrantow.
W sumie wypromowatam ok. 19 prac licencjackich i 25 magisterskich. Pemitam rolg
promotora pomocniczego w trzech zakonczonych doktoratach: mgr Malgorzaty Graul
(doktorat w 2019r.), mgr Kingi Grabowskiej (2022r.), mgr Magdy Wachalskiej (2022r.).
Pozostaje promotorem pomocniczym w trzech przewodach doktorskich (mgr Dorota Lesiak,
mgr Marcin Lubocki, mgr Michalina Michalska) realizowanych w Zaktadzie Biologii
Molekularnej Wirusow.

W ramach popularyzacji nauki regularnie bratam udziat w Battyckim Festiwalu Nauki,
bytam cztonkiem zespotu koordynujacego t¢ imprez¢ na Wydziale, za co razem z innymi
organizatorami otrzymalismy w 2010r. Nagrod¢ Zespolowa stopnia pierwszego Rektora UG..
Wygtlaszatam wyktady popularno-naukowe (m.in.: ,, Wcale nie tajemnica — czyli co ,.kryja”
szczepionki na COVID19?” w 2021r., ,»0 "skaczacych" wirusach

- dlaczego moga na nas skoczy¢ 1 nas zaskoczy¢
(a woleliby$my by mogly nam tylko naskoczy¢)” w 2022r.) w czasie imprezy popularyzujacej
nauke Noc Biologow oraz wyktady dla szkot ponadpodstawowych. W 2018r. bytam cztonkiem
Komitetu Gléwnego przygotowujacego konkurs dla szkot $rednich Quiz Wiedzy o
Szczepionkach STARBIOS2 na Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii.

W ramach dzialalno$ci organizacyjnej na Uniwersytecie Gdanskim jestem/bytam
czlonkiem wielu Zespotéw/Komisji wydzialowych (m.in. Wydzialowego Zespotu ds.
Zapewnienia Jakos$ci Ksztatcenia, , Wydziatowej Komisji ds. bezpieczenstwa biologicznego i
zamknigtego uzycia GMO 1 GMM, Wydzialowej Komisji ds. oceny nauczycieli akademickich,
corocznie Wydziatowej komisji ds. przeprowadzenia rozmowy kwalifikacyjnej w jezyku
angielskim na I roku studiow stopnia II, przewodnicz¢ komisjom egzaminacyjnym podczas
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egzaminow dyplomowych licencjackich) i ogdlnouczelnianych (m.in. Uczelnianego Zespotu
ds. Zapewnienia Jakosci Ksztalcenia, Uczelnianej Komisji ds. Statutu UG) oraz w kadencji
2019-2024 peknie funkcje Senatora UG.

7. Inne wazne informacje dotvczqce mojej kariery zawodowej.

a) Inna dzialalno$é naukowo-badawcza

Oproécz badan, ktore staty si¢ podstawa cyklu publikacji opisanych w p. 5 niniejszego
Autoreferatu, petitam funkcj¢ Kierownika projektow badawczych o innej tematyce, ktore
przyczynity si¢ do powstania publikacji naukowych:

- projekt w ramach programu POMOST/2010-2/7 o tytule ,,Exploring new immune evasion
mechanisms of herpesviruses — the search for improvement strategies of anti-herpesviral
vaccines and virus-based therapeutics” Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (okres realizacji
2011-07-01-2014-09-30, budzet 554 000 PLN) — oprocz badan w zakresie molekularnego
mechanizmu dziatania kompleksu UL49.5/gM, badalam wiasciwosci immunomodulacyjne
kinazy serynowo-treoninowej US3 wirusow BoHV-1 i PRV, czego rezultatem sg publikacje
14, 20 z Zatacznika Nr 4; jeden manuskrypt wciaz oczekuje na publikacje)

- projekt w ramach programu SONATA 2 Narodowego Centrum Nauki o tytule: ,, Badanie
roli egzosomow w przebiegu infekcji alfaherpeswirusami” (okres realizacji 2012-08-06 — 2015-
12-05, budzet 759 615 PLN) — jego rezultatem sg publikacje 7, 8, 17 z Zalacznika nr 4; w
projekcie tym badatam inkorporacje biatek wiruséw HSV-1, BoHV-1 i PRV do egzosomow
wydzielanych w czasie infekcji i w linii stabilnej produkujacej homologi glikoproteiny B tych
wirusow. Glikoproteina B (gB) jest silnie konserwowanym biatkiem herpeswirusow, ktore
odpowiada gléwnie za wejscie do komorek gospodarza. Natomiast moje badania przyczynity
si¢ do przyblizenia jej roli na pozniejszych etapach infekcji, gdy gB jest produkowane w celu
inkorporacji do wirionow. Oprdcz tego, w nieznany, ale prawdopodobnie specyficzny sposob,
zostaje inkorporowana do pgcherzykow zewnatrzkomorkowych, ktérych subfrakcje stanowig
egzosomy. Dodatkowo, jej obecnos¢ w komoérkach eksprymujacych geny czasteczek MHC
klasy II sprawia, ze poziom tych biatek na powierzchni jest nizszy. Porownywatam te
wilasciwos$ci u trzech badanych alfaherpeswiruséw, wykazujac, ze gB BoHV-1 posiada takie
wilasciwosci immunomodulacyjne, ale stabsze niz gB HSV-1, natomiast gB PRV takich
wiasciwosci nie wykazywato. Pokazatam réwniez inkorporacj¢ innych bialek wirusa (np.
glikoproteiny gD) do pecherzykow zewnatrzkomoérkowych oraz zdolnos¢ takich pecherzykow
do oddziatywania z przeciwcialami w surowicy wytwarzanej w odpowiedzi na obecno$¢ wirusa
BoHV-1, co wskazuje na zdolno$¢ takich pecherzykoéw do petnienia roli ,,putapki” (ang. decoy)
wplywajacej na przebieg infekcji. Projekt ten wymagal ode mnie wprowadzenia warsztatu
pracy z egzosomami, metodami takimi jak saczenie molekularne, ultrawirowanie, w tym w
gradiencie jodiksanolu, transmisyjna mikroskopia elektronowa (dzigki wspotpracy z dr hab.
Magdalena Narajczyk z Pracowni Mikroskopii Elektronowej UG). W trakcie tego projektu,
dzigki stazowi naukowemu w laboratorium prof. Wiertza nawigzatam wspotprace z dr Irene
Bijnsdorp z Amsterdam University Medical Center w Amsterdamie, Holandia, dzigki czemu
otrzymatam cenne protokoly i optymalizowaliSmy nasz warsztat badawczy na egzosomach z
mocCzu.
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Obecnie kieruje projektem OPUS 21 NCN o tytule ,, Wiasciwosci immunomodulacyjne
biatek koronawirusa SARS-CoV-2" (okres realizacji 2021-07-08 — 2025-09-30, budzet 1
908 360 PLN). W tym projekcie badam przede wszystkim zdolno$¢ poszczegoélnych biatek
koronawirusa do hamowania szlakow prezentacji antygendéw, probujac zidentyfikowaé ich
wiasciwosci immunomodulacyjne.

Oprocz innej tematyki badawczej wlasnych projektow, chetnie wspolpracuje z innymi
zespotami w ramach ich badan, czego rezultatem s3 publikacje 2,5,9,13,15,16,18,19 z
Zalacznika 4: w ramach wspolpracy miedzynarodowej (np. produkcja przeciwcial do
wykrywania biatka sigma reowirusa — poz. 18 Zat. 4) oraz krajowej z innymi jednostkami i w
ramach wydziatu (badanie aktywnosci przeciwwirusowej zwigzkoéw metali 1 innych zwigzkow
biologicznie czynnych, analizy cytometryczne i konstrukcja linii stabilnych przy uzyciu
wektorow retrowirusowych w badaniach nowotworow — np. poz. 19 Zat. 4.

Recenzje w czasopismach naukowych: Zgodnie z rejestrem moich recenzji w bazie
Publons/Web of Science do tej pory przygotowatam 23 recenzje artykuléw do miedzynarodowych
czasopism naukowych, takich jak: Nature Communications, Journal of Applied Genetics, Cells, Viruses,
Microorganisms, Biomolecules, Pharmaceutics, Membranes, Pharmacological Reports, Veterinary
Research,. Jestem cztonkiem Reviewer Board czasopisma Membranes MDPI oraz, razem z dr hab.
Magdalena Weidner-Glunde z Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w
Olsztynie edytorem naukowym wydan specjalnych (SI) "Herpesvirus Manipulation of Cellular
Processes” i "Herpesvirus Manipulation of Cellular Processes 2.0" w czasopi$mie Viruses
MDPI.

Czlonkostwo w towarzystwach naukowych i komitetach organizacyjnych: Jestem
cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, European Society of Veterinary Viruses,
International Society of Extracellular Vesicles. W 2013r. bylam cztonkiem Komitetu
Organizacyjnego mi¢dzynarodowej konferencji 36th International Herpesvirus Workshop,
ktora odbyta si¢ w Gdansku, a w 2023r., migdzynarodowej konferencji European Virology
Congress, rowniez w Gdansku, petnitam tez role przewodniczacej jednej z sesji.

Wspolpraca z otoczeniem gospodarczym: W czasie pandemii COVID-19
odpowiedziatam na potrzebe wspotpracy z otoczeniem gospodarczym, testujgc wiasciwosci
wirusobojcze $rodka dezynfekujacego dla firmy AVANTI oraz materiatu odpornego na wirusy
do potencjalnej produkcji maseczek.

b) Udzial i kierownictwo w grantach, otrzymane stypendia, wyroznienia i nagrody
naukowe po uzyskaniu stopnia doktora:

Chronologicznie od najnowszych:
2022 - Medal Komisji Edukacji Narodowej.

od 2021 - kierowanie projektem naukowym OPUS 21 NCN , Wiasciwosci
immunomodulacyjne biatek koronawirusa SARS-CoV-2 ", jak opisano wyzej.

2019 - Nagroda Zespotowa | stopnia Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za opracowanie
nowego, nowatorskiego Programu Ksztalcenia na Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii.
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2016 - Nagroda Zespotowa II stopnia Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego za
badania and mechanizmem interakcji receptora FGFR2 z kinazg RSK2 I ich roli w migracji
komorek epitelialnych raka piersi.

2015 — 2021 kierowanie projektem naukowym SONATA BIS 4 NCN ,, Molekularny

mechanizm dziatania biatek alfaherpeswirusow kluczowych dla modulacji odpowiedzi
immunologicznej”. Byt to gtowny projekt finansujgce badania stanowigce podstawe cyklu
publikacji, jak opisano w p. 4 Autoreferatu. Oprocz badan nad biatkami UL49.5/gM w
projekcie tym badatam role mikroRNA wirusow HSV-1 w infekcji, wprowadzajac warsztat
badan nad mikroRNA wirusowymi.

2012 — 2015 kierowanie projektem naukowym SONATA 2 NCN ,, Badanie roli egzosoméw
w przebiegu infekcji alfaherpeswirusami”, jak opisano wyze;j.

2011 — 2014 kierowanie projektem naukowym POMOST FNP ,Exploring new immune
evasion mechanisms of herpesviruses — the search for improvement strategies of anti-
herpesviral vaccines and virus-based therapeutics”, jak opisano wyze;.

2011 - Nagroda Zespotowa II stopnia Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za osiagniecia
naukowe poparte publikacjami naukowymi.

2010 — Nagroda Zespotowg I stopnia Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za koordynowanie
prac zwigzanych z organizacjg Festiwalu Nauki na Wydziale w dwdéch ostatnich kadencjach.

2010 — Wyktad plenarny podczas konferencji Polskiego Towarzystwa Mikrobiologicznego
"Mikrobiologia 100 lat po Robercie Kochu".

2009 - Stypendium START Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej.

2006 - Nagroda Zespotowa I stopnia Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za osiggniecia
naukowe poparte publikacjami naukowymi.

2006 - Wyrdznienie rozprawy doktorskiej przez Rade Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii.
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