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1. Imig i Nazwisko: Monikaben Padariya

2. Dyplomy, stopnie naukowe nadane W okreslonych dziedzinach nauki lub
sztuki, zawierajace Nazwe instytuciji, ktora nadata stopien, rok nadania stopnia, tytut

rozprawy doktorskiej

2018 Doktor (dr inZ.) nauk chemicznych W zakresie biotechnologit, Katedra
Technologil Farmaceutycznej i Biochemii, Wydziat Chemiczny, Politechnika
Gdanska, Polska. Tytut rozprawy doktorskiej: Structural and dynamic insights

on the EmiE protein in apo-form and with TPP" related substrates [Wyglad w
strukture i dynamike piatka EmrE w formie apo przy podiozach zwigzanych z
TPP+], promotor: prof. dr. hab. inz. Maciej Baginski.

2012 Magister inzynier (mgr inz.) na kierunku biotechnologialbioinformatyka,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Wroctawska, Wroctaw, Polska. Tytut
rozprawy magisterkiej: Computer-aided design of Organophosphorus inhibitors
of Urease [Komputerowo wspomagane projektowanie fosfotoorganicznych
inhibitorow ureazy], promotorzy: proi. dr hab. inz. Wactaw Andrzej Sokalski i

prof. dr hab. inz. Lukasz Berlicki.

3. Informacje o zatrudnieniu W instytutach badawczych lub wydzia!achlkatedrach
lub szkole artystycznej

Od 2019- Adiunkt / Badacz postdoktorancki. Miedzynarodowe Centrum Badan nad
obecnie Szczepionkami Przeciwnowotworowymi, Uniwersytet Gdanski, Polska.

2018-2019  Badacz naukowy, Katedra Technologii Farmaceutycznej | Biochemii,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdariska, Polska.

4. Opis osiagnigé, 0 ktorym mowa W art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy

Moj dorobek naukowy obejmuje osiem artykutow naukowych (szesC prac naukowych i dwie
publikacje przegladowe), ktore stanowig zbior jednotematycznej serii publikacji, prezentujacej
modele farmakoforowe roznorodnych zestawow biatek lub enzyméw bioracych udziat w
procesach nowotworowych  lub odpowiedzi immunologicznej. Farmakofory zostaty
wygenerowane W oparciu o sieci biatko-biatko, albo mRNA lub DNA, ktore zapewniajg wglad
w miejsca aktywne jub allosteryczne. Prace te zostaly opublikowane W latach 2019-2022 i
dotycza nauk podstawowych wraz z badaniami stosowanymi. Sg one efektem wspétpracy z
roznymi akademickimi uczelniami padawczymi. Punkty za publikacje zostaly przyznane
zgodnie z art. 219 ust. 1 pkt 2 Ustawy O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki. We wszystkich osmiu publikacjach reprezentujacych moj
dorobek naukowy jestem pierwszym autorem, a w pieciu z nich jestem autorem
korespondencyjnym. Prace te majg sumaryczny wspotczynnik impact Factor (IF) wynoszacy
56,524 oraz 910 punktow MEIN (Ministerstwa Edukacji i Nauki Rzeczpospolitej Polskiej)
lacznie.
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a) Tytut osiggniecia naukowego

Rozwijanie koncepcji farmakoforow w celu zbadania strukturalnych podstaw sieci biatek
zaangazowanych w procesy nowotworowe lub odpowiedZ immunologiczng.

b) Publikacje badawcze wchodzace w skiad Osiagnie¢ Naukowych

4.1. Padariya, M., Jooste, M. L., Hupp, T., Fahraeus, R., Vojtesek, B., Vollrath, F., Kalathiya,
U., & Karakostis, K. (2022). The elephant evolved p53 isoforms that escape mdm2-mediated
repression and cancer. Molecular biology and evolution, 39(7), msac149.
https://doi.org/10.1093/molbev/msac149 (IFzu20 16.24; MEiNz020 = 200).

4.2. Padariya, M., Kote, S., Mayordomo, M., Dapic, ., Alfaro, J., Hupp, T., Fahraeus, R, &
Kalathiya, U. (2021). Structural determinants of peptide-dependent TAP1-TAP2 transit
passage targeted by viral proteins and altered by cancer-associated mutations. Computational
and structural biotechnology journal, 19, 5072-5091.
https://doi.org/10.1016/j.csbj.2021.09.006 (IF2020 7.27; MEiN2021 = 100).

4.3. Padariya, M., Kalathiya, U., Mikac, S., Dziubek, K., Tovar Fernandez, M. C., Sroka, E.,
Fahraeus, R., & Sznarkowska, A. (2021). Viruses, cancer and non-self recognition. Open
biology, 11(3), 200348. https://doi.org/10.1098/rsob.200348; (IFz020 6.41; MEIN2021 = 100).

4.4. Padariya, M., Fahraeus, R., Hupp, T., & Kalathiya, U. (2021). Molecular determinants and
specificity of mRNA with alternatively-spliced UPF1 isoforms, influenced by an insertion in the
'regulatory loop'. International journal of - molecular sciences, 22(23), 12744.
https://doi.org/10.3390/ijms222312744 (IF 2020 5.92; MEiN2021 = 140).

4.5. Padariya, M., & Kalathiya, U. (2022). The binding specificity of pab1 with poly(A) mRNA,
regulated by its structural folding. Biomedicines, 10(11), 2981.
https://doi.org/10.3390/biomedicines10112981 (IFz021 4.757; MEiN2021 = 100).

4.6. Padariya, M., Daniels, A., Tait-Burkard, C., Hupp, T., & Kalathiya, U. (2022). Self-derived
peptides from the SARS-CoV-2 spike glycoprotein disrupting shaping and stability of the
homotrimer unit. Biomedicine & Pharmacotherapy, 151, 113190.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.113190 (IFz021 7.419; MEiNz021 = 100).

4.7. Padariya, M., Sznarkowska, A., Kote, S., Gomez-Herranz, M., Mikac, S., Pilch, M., Alfaro,
J., Fahraeus, R., Hupp, T., & Kalathiya, U. (2021). Functional interfaces, biological pathways,
and regulations of interferon-related DNA damage resistance signature (IRDS) genes.

Biomolecules, 11(5), 622. https://doi.org/10.3390/biom11050622 (IF 2020 4.88; MEiN2021 = 10C). @ 2
%
4.8. Padariya, M., Baginski, M., Babak, M., & Kalathiya, U. (2022). Organic solvents g %
aggregating and shaping structural folding of protein, a case study of the protease enzyme. §=,:
Biophysical chemistry, 291, 106909. https://doi.org/10.1016/j.bpc.2022.106909 (IF2021 3.628; § Ef
MEiN2021 = 70). § ‘N
E
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iF — impact factor z roku publikacji pracy, a w przypadku braku IF dla danego roku,
zastosowano IF z roku poprzedniego, MEIN — punktacja czasopism wedtug Ministerstwa
Edukacji i Nauki. Publikacje z poprzednich punktacji MEiN byly punktowane zgodnie z nowg
punktacjg MEiN.
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c) Oméwienie celu naukowego pracy i uzyskanych wynikow wraz z omowieniein
ich zastosowania

Wstep

Choroby zwigzane z procesem starzenia, tgcznie z nowotworami, stwarzajg powazne
obcigzenia zdrowotne na catym Swiecie, dlatego tez ogromng potrzeba jest opracowanie
nowych lekow terapeutycznych lub szczepionek, ktore moga wplyng¢ na rokowania
pacientoéw, a jednoczesnie s3 pilnie potrzebne dla poprawy opieki zdrowotnej nad
spotecznoscig globalng. Nasz uktad odpornosciowy wykazuje duza skuteczno$¢ w
wykrywaniu i eliminowaniu réznych patogenow oraz komorek nowotworowych. Utrzymywanie
lub wzmacnianie reakcji odpornosciowej moze by¢ istotne w terapii nowotworow. Dodatkowo,
medycyna precyzyjna lub medycyna personalizowana, poprawiajac terapie ukierunkowane na
konkretne grupy pacjentow onkologicznych, tgczy rézne kierunki naukowe, takie jak analiza
duzych zbiorow danych, biologia strukturalna itp., co wymaga cigglego opracowywania
nowych potencjainych lekéw. W tym kontekécie moje dziatania naukowe obejmuja
opracowywanie modeli farmakoforowych roéznych zestawow biatek iub enzymow, opartych na
interakcjach biatko-biatko, badz na sieciach mRNA lub DNA. Szczegétowe zrozumienie
strukturalnych  perspektyw  réznych skladnikébw zaangazowanych w odpowiedz
immunologiczng lub tlumienie nowotworow stanowi istotny krok w leczeniu nowotworow i
infekcji wirusowych.

Gen p53 to czynnik transkrypcyjny, ktorego glowna funkcjg jest utrzymanie homeostazy
komorkowej w odpowiedzi na sygnaty stresu genotoksycznego. Zmutowany lub nadmiernie
eksprymowany w ponad 30% typow nowotworow, jest jedng z najczestszych zmian w
nowotworach. Zwykle, po aktywacji gen p53 moze powodowaé zatrzymanie cykiu
komorkowego, starzenie si¢ komorki lub apoptoze, w zaleznosci od warunkow i stresu [1].
Gen ten odgrywa kluczowa role w chemioterapii i radioterapii réznych nowotworéw. Z uwagi
na tak wazne funkcje, jest oczywistym, dlaczego tak wiele ludzkich nowotworoéw wymaga
utraty funkcji genu p53, by przej$¢ w petni Ziosliwy fenotyp. Aktywnos¢ tego genu jest rozna
w zaleznosci od gatunku. Na przyktad, konfiguracja genetyczna stonia z natury zapewnia
réznorodnosé funkcjonalng mechanizmom zaleznym od p53 znaczaco przyczyniajac sie do
precyzyjnej regulacji biatka. Stanowi to wyrazny kontrast z organizmem ludzkim, gdzie w
odpowiedzi na stres aktywowane s3 alternatywne izoformy jednego genu. Istnienie u stoni
wielu form p53 o potencjalnie roznych aktywnosciach dostarcza idealnego modelu do
zrozumienia, w jaki sposob wykonywane i regulowane sg aktywnosci tego genu. Faktycznie,
badano substytucje dokonane przez izoformy retrogenu, zmieniajace domeng wigzaca DNA
p53 i jego funkcje w powigzaniu z dtugowiecznoscig gatunku [2].

Wazne dla zrozumienia réznorodnosci genu p53 u stoni byto badanie przeprowadzone przez
Sulaka i wspotpracownikow [3]. Badacze skupili si¢ na rolach izoform retrogenu (TP53RTGs),
ktore tworza "pule chronionego p53" dziatajac tym samym jako elementy przyczyniajace sig
do zwiekszonej wrazliwosci komérek stoni na uszkodzenia DNA. Dwa modele (model
“straznika" lub model "oszusta") badajg potencjaine role TPS3RTGs w utatwianiu stabilizacji
kanonicznego p53 poprzez uczestnictwo w dimeryzacji z kanonicznym p53 lub poprzez
dziatanie jako antagonisci rywalizujacy o interakcje z mdm2 [3]. Badaliémy ten, jak si¢ wydaje,
wyjatkowy system stoni gtebiej skupiajgc si¢ na interakcji p53—-mdm2. Te interakcje s3
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kluczowe, poniewaz p53 jest gtownie regulowany przez mdm2, a ich interakcja zalezy od
motywu BOX | (znajdujgcego si¢ w domenie aktywacyjnej TAD 1) [4], ktory jest wewnetrznie
nieuporzadkowany, co z kolei implikuje wigksze prawdopodobierstwo zmian ewolucyjnych [5].
Sugeruje to, ze zidentyfikowane w sekwencjach BOX | sfoni wariacje moga potencjalnie
modyfikowaé epitop wigzacy mdm2, co z kolei zmienia poziomy ekspresji i aktywaciji p53.
Pomimo duzych rozmiaréw ciata i diugiego okresu zycia, stonie wykazuja duza odpornos¢ na
nowotwory. Umieralnos¢ z powodu raka szacuje sie na <5%, gdzie u ludzi osigga ona nawet
25%. Wykorzystujac swojg wiedzg wW dziedzinie biologii strukturainej badatam wlasciwosci
strukturalne izoform p53 u stoni, aby przetestowac hipoteze, ze izoformy p53 indukujg odrgbne
grupy biatek p53 z wariacjami na epitopach oddzialujgcych z mdm2.

Wiele mutacji genow wystepujacych w chorobach genetycznych, w tym w raku, prowadzi do
wczesnych kodonow terminacyjnych (PTC) i szybkiego degradowania ich mRNA w
mechanizmie degradacji mRNA , wywotanym przez kodony nonsensowne (terminacyjne)
(NMD) [6]. Choroby genetyczne u ludzi s3 wywotane réznymi rodzajami mutacji, w tym
mutacjami nonsensownymi, mutacjami zmiany ramki odczytu i mutacjami powodujacymi
alternatywne zdarzenia splicingowe, co prowadzi do pojawienia sie kodonow terminacyjnych
[PTC]. Szacuje sig, ze az do 30% wszystkich mutacji wigzacych sie z chorami genetycznymi
u ludzi prowadzi do PTC [7]. Dodatkowo, wiele nabytych mutacji w raku, tgcznie z tymi, ktore
dezaktywujg p53, prowadzi do pojawienia si¢ PTC,(PTC) [8]. Transkrypty zawierajace PTCsa
kierowane do szybkiej degradacii przed ich translacjg na biatko poprzez wieloetapowy proces
zwany mechanizmem degradacji mRNA (NMD)). Molekularny mechanizm NMD nie zostat w
petni opisany, cho¢ istniejg proponowane modele jego dziatania. Gdy kompleks translacyjny
zatrzymuije sie na kodonie terminacyjnym przed zespotem biatkowym kompleksu {gczacego
egzony (EJC), czynniki uwolnienia eukariotycznego rekrutuja helikaze RNA UPF1, kluczowy
skladnik mechanizmu NMD [9]. Wiadomo, ze hamowanie NMD mozna osiagna¢ za pomoca
innych mechanizmow (8] i stwierdzono, ze umiarkowane obnizenie poziomu UPF1 o 80%
moze tumié aktywnosé NMD bez wplywu na proliferacje i przezycie komorek.

UPF1, RNA-zalezna ATPaza, jest gtownym regulatorem mechanizmu NMD, a jej zdolno$¢ do
selektywnego wykrywania mRNA zawierajacego. PTC zalezy od aktywnosci jej ATPazy i
helikazy, a takze od fosforylacji domen N- i C-koncowych. Biorgc pod uwage wplyw "petli
regulacyjnej" w genie UPF1 oraz jej kontroli nad aktywnoscig katalityczng ilub ATPazy,
badatam interakcje obu izoform UPF1 w obecnosci lub braku mRNA poli(U) korzystajac z
zestawow danych uzyskanych technikg symulacji dynamiki molekularnej (MDS). Ponadto,
stwierdzono, ze UPF1 moze skutecznie wigzac sig z roznymi mRNA zawierajgcymi PTC, ale
szczegbly molekularne pozostajg wciaz niejasne. Dlatego tez bratam udziat w badaniu
interakcji izoformy_1 UPF1 (posiadajacej diuzsza "petie regulacyjng”) z modelami
transkryptow mRNA, zawierajgcych PTC. Szczegotowo omoéwiono rowniez istotne zmiany w
wigzaniu izoformy_1 UPF1 z mRNA w przypadku wstawienia najczesciej wystepujacych
mutacji nowotworowych. Biatko PAB1 jest sugerowane jako antagonista UPF1 wobec
aktywnosci jego mRNA, dlatego wzorzec wigzania obu tych biatek z mRNA staje sie bardzo
istotny. Jednakze, praca autorstwa Chana i in. {10] wykazata, ze usuniecie UPF1 lub PAB1
indukuje produkcje nowych peptydow (okoto 6-8-krotne zwiekszenie) poprzez "przesuniecie
ramki odczytu". Diatego biatka UPF1 i PAB1 zostaty zbadane odpowiednio W obecnosci lub
braku mRNA poli(U) i poli(A). Te nowatorskie perspektywy wynikajgce ze zidentyfikowanych
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par wigzgcych mRNA-biatko mogg przyczyni¢ si¢ do zrozumienia selektywnosci odnosnych
partneréw oraz do rozwijania dynamiki strukturalnej zwigzanej z mechanizmem NMD.

Usunigcie genu UPF1 lub PAB1 prowadzi do powstania nowych peptydow odczytujacych
(read-through), ktére mogg wywota¢ odpowiedz immunologiczng lub aktywowac ukiad
odpornosciowy. Te degradowane proteasomalnie peptydy sg przenoszone przez transportery
TAP1-TAP2. Transportery TAP nalezg do nadrodziny transporterow ABC (z kasetg wigzaca
ATP). Te transportowane biatkowe antygeny sg prezentowane na czasteczkach ztozonych z
kompleksu gtéwnego zgodnosci tkankowej klasy | (MHC-1). Mutacje zwigzane z rakiem oraz
biatka wirusowe mog3g mie¢ wspolng tendencje wobec transportujgcych TAP, polegajacg na
ostabieniu ich aktywnosci. Podejmowane sg znaczne wysitki, aby zrozumie¢ peptydy
przenoszone przez transportery TAP1-TAP2. Ostabiona funkcja TAP prowadzi do
zmniejszonej ekspresji MHC-I na powierzchni komorek, poniewaz puste czasteczki MHC-I nie
sg w stanie prezentowaé antygenow uktadowi odpornosciowemu stanowigc powszechny
obiekt unikania odpowiedzi immunologicznej przez wirusy oraz nowotwory [11]. Okoto 15—
20% wszystkich ludzkich nowotworow na $wiecie jest zwigzanych z wirusami, przy czym
odsetek ten moze rosnaé w przysziosci. Kilka wirusow wyksztatcito czynniki blokujace funkcje
TAP [12], w tym wirusy opryszczki, takie jak wirus Epsteina-Barr, ludzki wirus cytomegalii i
wirus opryszczki typu 1, ktore utrzymujg sig przez cate zycie w organizmie gospodarza [13].
Udowodniono zwigzek tych wirusow z pewnymi typami nowotworow lub chorobami
nowotworowymi u ludzi, a wiedza na temat celowanych przez nie obiektow oraz
mechanizméw dziatania moze by¢ przydatna w opracowywaniu przysztych strategii leczenia
przeciwwirusowego [14]. W zwiazku z tym, prowadzitam badania nad transporterami TAP1-
TAP2 na poziomie atomowym skupiajac sie na tym, jak wirusy hamujg przenoszenie peptydow
przez TAP na poziomie molekularnym.

Dodatkowo, w rodzinie koronawirusow SARS stwierdzono biatko szczytowe (S) w formie
homotrimeru, w ktorej poszczegolne monomery odgrywajg wazng role w sktadaniu
funkcjonalnej struktury [1 5]. Zidentyfikowano dwie konformacje dla formy homotrimeru S, tj.
pre-fuzje i post-fuzje [1 6]. Biatko S w formie pre-fuzji jest stosunkowo mniej stabilne, domeny
wigzace receptor (RBD) zmieniajg sie miedzy konformacjami ,goma’ (otwartg) i _doing’
(zamknieta) [17]. Pomimo réznych podejs¢ do celowania w wirusa SARS-CoV-2, brakuje
szczegoOlowego zrozumienia kierunku, ktéry by blokowat formacje homotrimeru biatka SARS-
CoV-2 S. Bioragc pod uwage niedawne badania nad mechanizmami fuzji biatka S,
postanowilismy zablokowaé formacje homotrimeru lub uwiezienie ustabilizowanej konformaciji
pre-fuzji za pomoca peptydéw S pochodzenia spontanicznego lub motywow liniowych.
Poniewaz homotrimer jest jednostka funkcjonalng biatka szczytowego, zaklocenie tej formacii
homotrimeru mogtoby zablokowac wejscie wirusa do komorki gospodarza. ldac za tg myslg
zaproponowatam motywy liniowe, ktore, jak stwierdzono, s3 zaangazowane w oddziatywania
biatko-biatko miedzy -monomerami homotrimeru S wewnatrz czasteczki  biatka.
Zoptymalizowana struktura biatka SARS-CoV-2 [18] zostata wykorzystana do
zidentyfikowania interakcj miedzy monomerami i zaprojektowania liniowych motywow
peptydéw pochodzenia spontanicznego. W przypadku powodzenia, zablokowanie jednostki
funkcjonalnej trimeru mogtoby mieé kilka istotnych skutkéw dla zrozumienia SARS-CoV-2;
moze on wywota¢ odpowiedz immunologiczna, a wigc kluczowy sktadnik dla wakcynologii, a
zablokowany monomer lub ustabilizowany homotrimer moze wywota¢ produkcje przeciwciat
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Moje kierunki badawcze w duzej mierze obejmujg optymalizacje i rozwdj Sciezek
umozliwiajagcych badanie modeli farmakoforow, w oparciu o strukturalne podstawy sieci
biatkowych lub enzymatycznych, zaangazowanych w procesy nowotworowe lub
odpowiedz immunologiczna. Publikacja numer 4.1. podkresla strukturalne i funkcjonalne
aspekty réznych izoform p53, ktére zachowuja interakcje z mdm?2 faczac modelowanie in silico
z badaniami in vitro. Strukturalna podstawa interfejséw p53-mdm2 moze by¢ wykorzystana do
opracowywania wysoce specyficznych przeciwciat do celowania w neoantygeny i mutacje
nowotworowe, trudne do celowania w tradycyjny sposéb. Zestaw mutacji nowotworowych i
skladnikow wirusowych zadokowanych do kompleksu fadujgcego peptydy, w szczeg6inosci
MHC- i transporteréw TAP, jest oméwiony w publikacji nr 4.2. i 4.3. Inaczej, niz w przypadku
TAP2, biatka wirusowe destabilizujg gtéwnie biatko TAP1. Cytozolowy "otwarty kanat”
transportu biatek TAP moze przyjmowaé peptydy z cytozolu w kierunku ER i by¢ celem dla
biatek wirusowych. Wigkszo$é bialek wirusowych oddziatuje z regionami w PLC, ktore w
nowotworach sa silnie zmutowane. Publikacje nr 4.4. i 4.5. dotycza wiasciwosci
strukturalnych i selektywnosci biatlek UPF1 i PAB1, odpowiednio w interakcji z poli(U) i poli(A)
mRNA. Modele farmakoforow zostaly skonstruowane tak, by sledzi¢ interakcje mRNA, ktore
moga mieé potencjalne zastosowanie do przesiewania matych czasteczek blokujacych
aktywno$é biatka UPF1 lub w koncu szlaku NMD. Liniowe motywy peptydowe
zidentyfikowane podczas interakcji wewnatrzczasteczkowej biatko-biatko pomiedzy
monomerami szczytowego homotrimera SARS-CoV-2, ktorych celem bylo zablokowanie
formacji homotrimera, sg przedstawione w publikaciji 4.6. Rownolegle, publikacje nr 4.7. i4.8.
wyjasniaja, odpowiednio, funkejonaine interfejsy genéw IRDS oraz wplyw gtebokich
rozpuszczalnikéw eutektycznych na reszty aminokwasowe w miejscu aktywnym.

Szczegotowy opis publikacji zawartych w osiagnigciach naukowych

(i) Padariya, M., Jooste, M. L., Hupp, T., Fahraeus, R., Vojtesek, B., Vollrath, F., Kalathiya,
U., & Karakostis, K. (2022). The elephant evolved p53 isoforms that escape mdm2-mediated
repression and cancer. Molecular biology and evolution, 39(7), msac149.

Cele pracy

U ssakéw, gen p53 wyewoluowat z genu p53/p63/p73, ktory dat poczatek trzem genom
zwiazanym z p53, o réznych rolach [19, 20]. Czynnik transkrypcyjny TP53 jest supresorem
nowotworu o kluczowych rolach w onkogenezie. Pelnej dtugosci gen p53 obejmuje TAD |,
ktory jest konieczny do indukcji docelowych gendéw p53 i czynnikow
proapoptotycznych prowadzac do zatrzymania cyklu komérkowego (G1) lub apoptozy.
Jedno z ciekawych badan ujawnito, ze stonie majg 20 kopii, czyli 40 alleli genow TP53, w
poréwnaniu z typowg liczba jednej kopii stwierdzonej (do tej pory) u wszystkich innych ssakoéw
[3]. Pomimo duzych rozmiaréw ciata i diugiego zycia, stonie wykazujg duzg odpornos¢ na
raka, a Smierteino$é wsrod nich szacuje sie na <5%, w poréwnaniu z ludzmi, u ktérych siega
ona nawet 25% [21]. Zmiennoé¢ lub skracanie sekwencji izoform p53 stonia wskazuje na
zwigkszong funkcjonalng  réznorodnosé oraz na tworzenie sig¢ roznorodnych pul
funkcjonalnych bialek p53. Zwiekszataby ona konkretne cechy strukturalne, nadajace
specjalizowane interfejsy interakcji kluczowym biatkom funkcjonalnym, takim jak mdm2 i

biatka aktywujace.
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W normalnych warunkach, ligaza E3 ubikwityny mdm2 wigze biatko p53 przez motyw BOX-l i
katalizuje poliubikwitynacje p53 kierujac jg do degradacji przez szlak proteasomélny 26S [5].
Sugeruje to, ze warianty zidentyfikowane na sekwencjach BOX | stonia potencjalnie
modyfikuja epitop wigzacy mdm2, a tym samym zmieniajg poziomy ekspresji i aktywacji p53.
Badajgc molekularng ewolucje systemu p53-mdm2 zbadaliSmy strukturalne i
funkcjonalne aspekty izoform p53 zachowujacych interakcje z mdm2 igczac
modelowanie in silico i badania in vitro. We wspélpracy z dr hab. inz. Umeshem Kalathiyg (z
Uniwersytetu Gdanskiego, Gdansk) stworzylam wstepne struktury motywow BOX-
izoform p53 stonia, aby przetestowac hipoteze, ze izoformy p53 indukuja odrebne pule
biatek p53 z wariantami na epitopach oddziatujgcych z mdm2. Niesie to istotne implikacje dla
réznorodnosci funkcjonalnej i integracji réznorodnych wynikow sygnalizacji. Ponadto, majac
na wzgledzie strukture ludzkiego mdm2 jako szablonu, zastosowatam technike
modelowania homologii i skonstruowalam strukture bialka mdm2 slonia. Konkretny
zestaw izoform p53 slonia zostal przeze mnie zadokowany do ligazy ubikwityny E3
mdm2, aby zidentyfikowaé powinowactwo wigzania i wzor konformacji genu p53 (ston L.
african). Porownujac nasze wyniki z wczesniejszymi modelami, oméwilismy potencjalne
spostrzezenia dotyczace translacji, a wynikajgce z ewolucji molekularmej (miedzygatunkowej)
osi p53-mdm2 i wyewoluowanych modutow strukturalnych. Dodatkowo, zastosowalismy
peptydy syntetyzowane in vifro i rekombinowane wersje ludzkiego mdm2, aby
eksperymentalnie potwierdzi¢ interakcje in vitro stosujac kanapkowy test ELISA (Rys. 1).

5 T Rysunek 1. Interakcja N’ terminaina (BOX-l)
; gm ’ mdm2-p53 z obliczonymi wartosciami
g i _ dokowania GBVIWSA dG - (—kcal/mol) i
i z znormalizowanymi odczytami ELISA. (A)
“ Ry g Model dokowania interakcji MDM2 ze

Ll s ass & K zmutowanym p53 stonia Typu A
R & & humanizowany Y>D lub E>K.

Humanizowane sekwencje p53 stonia
wykazujg zwiekszong zdolnos¢ dokowania w
poréwnaniu z wt p53 X1 stonia. Wartosci
powinowactwa wigzania zostaty
znormalizowane, przy czym nNajwyzsza
wartosé ustawiono na 100. (B) llustracja
gt modeli dokowania peptydow mdm2-p53,
wan e o \wyiadniajgca zwigzek kazdego peptydu p53

Eiephant 7 hman z mdm2 u ludzi i stoni. Hydrofobowo$c
zwizualizowano na niebiesko dia
hydrofilowych i na brgzowo dla
hydrofobowych.

Opis wynikow

Zapobieganie zdolnosci izoform p53 do wigzania sie z mdm2 bezposrednio promuje
stabilizacje, aktywacje oraz funkcje sygnatowe p53. Interakcje p53—mdm2 stuzg nie tylko do
kontrolowania ekspresji p53, ale réwniez jako ligandy do kontrolowania ich odpowiednich
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konformacji i funkcji. Wprowadzilismy izoformy p53 ze sloni jako interesujacy system
modelowy do badan strukturalnych interakcji p53-mdm2 (Rys. 1). Retrogen 12 wraz z
retrogenami 14, 15, 16 i 18 tworzg grupe "Typ F", ktéra wykazuje stabe wigzanie z mdm2,
co silnie wskazuje na to, ze te putatywne biatka untkaja regulacji zaleznej od mdm2.
Ponadto, nasza analiza in silico oraz eksperymentalne wyniki ELISA pokazuja, ze wszystkie
peptydy zawierajace wariant W>G wykazuja zmniejszong aktywnos¢ wigzania z mdm2
(Rys. 1). Dopasowanie sekwencji stonia BOX-I kanonicznych p53 i TP53RTG ilustruje co
najmniej dwa istotne podstawienia, ktore sg konserwatywne we wszystkich TP53RTG (W>G
i N>K). Fakt ten wskazuje, ze te sekwencje pochodza z poczatkowej, wspolnej duplikacii.
Stoniowa izoforma BOX-l Typ F ma wariant E do G w reszcie 17. ZauwazyliSmy, ze warianty
na E17 w ludzkim p53 to mutacje nowotworowe, czgsto zwigzane z nowotworami zenskich
narzadow piciowych. Ponadto, mutacje miedzygatunkowe Y>D i E>K wykazaly
zwickszong efektywnoéé dokowania. Te warianty przyczyniajg sie¢ do tworzenia
zmienionych struktur p53 BOX-I, co skutkuje réznorodnoscia zdolnosci interakgii tych izoform.

Znaczenie wynikow

Naturalnie wyewoluowany system genomu stonia, ktory endogennie eksprymuje rozne
skrocone i zmienne sekwencje p53, stanowi idealny model do badania wieloaspektowych
funkcji p53. Nasze odkrycie dostarcza strukturalnych podstaw interfejsow p53-mdm2, ktére
mogg by¢ wykorzystane do tworzenia wysoce specyficznych przeciwciat kierowanych
przeciwko neoantygenom i mutacjom nowotworowym, trudnym do celowania w tradycyjny
sposob. Wglad w modyfikacje strukturalne i aktywacje w kierunku mechanizmow sygnatowych
rzuca éwiatlo na czynniki zapobiegajace lub promujace karcynogeneze. Nasze ustalenia
dotyczace izoform p53 moga poméc zrozumie, jak ich odpowiednie aktywnosci s3
regulowane w odpowiedzi na uszkodzenia komorkowe i infekcje patogenami. Przyczyni sig to
do lepszego zrozumienia rél i regulacji p53 u stoni oraz jego roli w ochronie stoni przed
nowotworami oraz prawdopodobnie innymi ,dolegliwosciami”, takimi jak pasozyty.
Dodatkowo, ufatwi to rozwoj nowych strategii terapeutycznych dla ludzi, opartych na
strukturalnych danych molekularnych. Przewidujemy, ze nasze obserwacje i wnioski beda
stanowi¢ solidng podstawe do dalszych eksperymentow majacych na celu ustalenie, jak kazda
izoforma przyczynia sie do aktywacji p53 z powodu zmiennosci strukturalnej (Rys. 1). Po raz
pierwszy taka metodyka pokazuje, jak symulacje. dokowania in silico moga byc
zastosowane do badania funkcjonalnych aspektéw izoform p53, co stanowi podstawe dla
perspektywicznych badan majgcych na celu zbadanie dynamiki interakcji z mdm2 w
warunkach indukujacych stres. Podsumowujac, nasze badanie dotyczy mechanizmow, dzieki
ktorym geny supresorowe nowotworéw i duplikacje regulujg starzenie sie¢ komorek wplywajac
na dlugosc zycia i mase ciata.

(ii) Padariya, M., Kote, S., Mayordomo, M., Dapic, |., Alfaro, J., Hupp, T., Fahraeus, R.,
Kalathiya, U. (2021). Structural determinants of peptide-dependent TAP1-TAP2 transit
passage targeted by viral proteins and altered by cancer-associated mutations. Computational
and Structural Biotechnology Journal, 19, 5072-5091.

Cele pracy

Wigkszo$¢ peptydow prezentowanych przez MHC-l jest wytwarzana w cytozolu przez
proteasom i transportowana do $wiatta retikulum endoplazmatycznego (ER) w celu dalszej
obrébki przez aminopeptydazy ERAP, zanim zostang one zatadowane na czgsteczki MHC-I
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przez dynamiczny wieloskiadnikowy kompleks tadujacy peptyd (PLC) [22]. Transportery TAP
stanowig kluczowe funkcjonaine skiadniki $ciezki prezentacji antygenow, poniewaZz 1aczg
cytozolowa pule peptydow z PLC oraz czasteczkami MHC-I mieszczgcymi sig¢ W ER [22].
Niefunkcjonalny TAP prowadzi do zmniejszonej ekspresji MHC- na powierzchni, poniewaz
puste czasteczki MHC-I nie sg w stanie prezentowac antygenow uktadowi odpornosciowemu
i stanowig czesty cel unikania odpornosci wirusowej, jak i nowotworowej [11]. Zmniejszona
odpowiedz immunologiczna zostala powigzana z ostabiona ekspresja TAP, co mogto
byé wynikiem zmian strukturainych lub dysregulacji [23]. Kilka wirusow wyewoluowato
czynniki blokujace funkcje TAP [12], w tym herpeswirusy, takie jak wirus Epsteina-Barr,
ludzki cytomegalowirus i wirus opryszczKi pospolitej typu 1, ktore trwale bytuja w gospodarzu.
Wykazano zwigzek tych wirusow z pewnymi typami rakow jub nowotworow u ludzi, a wiedza
o ich celach, jak rowniez mechanizmach dziatania, moze by¢ przydatna w rozwoju przysztych
strategii leczenia przeciwwirusowego. W zwigzku z tym, badatam transportery TAP1-TAP2
na poziomie atomowym skupiajac si¢ W szczegolnosci na tym, jak wirusy hamuja
translokacje peptydow za posrednictwem TAP na poziomie molekularnym. Badania
objety symulacje dynamiki molekulamej nastepujacych biatek wirusowych unikajacych
odpornosci atakujgcych TAP: BNLF2a z wirusa Epsteina-Barr, CPXV012 z wirusa krowianki,
ICPA7 z wirusa opryszczki pospolitej typu 1, US6 z ludzkiego cytomegalowirusa i UL49.5
kodowanego przez varicellovirusa. Ponadto, badalismy selektywnos$c transportu peptydow
przez TAP, warod ktorych znajduja sie peptydy pochodzace Zz zestawow danych
immunopeptydomu po leczeniu IFN-gammaw komérkach czerniaka. We wspotpracy z dr hab.
inz. Umeshem Kalathiya (z Uniwersytetu Gdanskiego, Gdansk), uczestniczytam W
konstruowaniu modelowanych. struktur dia peptydow oraz plzewidywaniu ich

powinowactwa | wzoréow dokowama z transporterami TAP.

H-bonds (TAP1-TAP2)
oS

"~ side viet

CPXVO12, T L s,

495 7 i yirus blocking
icPa7 YA * channel

Rysunek 2. Interfejsy wiazace roznych biatek wirusowych (BNLF2a, CPXV012, ICP47, US6,
and UL49.5) z transporterami TAP1-TAP2. (A) Jedna komorka dynamiki molekularnej w
okre.sowych warunkach brzegowych (na przyktad kompleks TAP1-ICP47-TAP2), ktora
zawiera biatka, wode i jony. (B) Miedzyczasteczkowe oddziatywania wodorowe (prawy panel),
powstale pomigdzy biatkami TAP1 i TAP2 podczas symulacji dynamiki molekularnej i o
obtozeniu >10%, w obecnosci i przy braku roznych biatek wirusowych. Dolny panel pokazuje
konformacje biatek wirusowych blokujgcych kanat transportowy transporterow TAP1/2.
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Opis wynikow

Biatka wirusowe (BNLF2a, CPXV012, ICP47, US6, UL49.5 itp.) mogg znaczaco manipulowa¢
procesem transportu peptydow faczac si¢ bezposrednio z transporterami TAP1 lub TAP2.
Dane dynamiki molekularnej ujawnity, ze wigkszo$¢ biatka wirusowego destabilizuje gtéwnie
TAP1, a nie sam TAP2 (Rys. 2). Konkretnie, dla TAP1 takg widoczng roznice wykryto dla
UL49.5 i BNLF2a, podczas gdy w przypadku TAP2 najwieksza fluktuacje wywotat UL49.5, a
najmniejsza BNLF2a. Dynamika strukturalna kompleksu TAP1 -TAP2 w obecnosci i przy braku
biatka wirusowego wykazata, ze we wszystkich symulowanych systemach domeny TAP
NBD tworzyly ruch wychylenia w kierunku blony cytozolu. Takie przemieszczenie domen
TAP NBD tworzy przejscie w kanale transportowym tworzonym przez TAP1 i TAP2, otwarte
w kierunku cytozolu. Z tych danych mozna wysunaé wniosek, ze otwarcie lub zamkniecie
cytozolowego przejScia przez transportery TAP (domeny TAP NBD) moze by¢ zwigzane
z hydrolizg ATP, a tym samym skutkowac bezposrednig prezentacjg peptydéw kompleksowi
PLC. Ten cytozolowy kanat transportowy biatlek TAP w stanie otwartym moze
przyjmowa¢é peptydy z cytozolu w kierunku ER i byt celem 4 (BNLF2a, CPXV012, ICP47
i UL49.5) z 5 badanych biatek wirusowych blokujacych transport kanatem (Rys. 2).
Miedzyczasteczkowe oddzialywania transporter-wirus w pofaczeniu z danymi SNPs i
mutacjami nowotworowymi sugeruja, ze w przypadku biatka TAP1 regiony o nizszej
czestotliwosci SNPs oraz kilka wariantow nowotworowych wykazywato wyzsze oddziatywania
z czynnikami wirusowymi. Przeciwnie tez, czynniki wirusowe wigza sie ze silnie zmutowanymi
regionami TAP2, a wieksza liczba reszt z TAP1 uczestniczyla w oddzialywaniach z
komponentami wirusowymi niz to ma miejsce w przypadku genu TAP2. Aminokwasy TAP1
z helis 4-6, a takze z zakresu reszt 1-50 aa, znajdujgce sie blisko kanatu transportowego,
okazaly sie oddziatywac z czynnikami wirusowymi.

Znaczenie wynikow

Nasza praca daje wglad w strukturaine i funkcjonalne aspekty architektury molekularnej
transportu peptydow przez transportery TAP1 i TAP2 oraz mutacje nowotworowe, a takze w
rozne czynniki wirusowe celujgce w biatka TAP, ktore moga hamowa¢ $ciezke klasy MHC 1.
Skutkuje to uniknigciem odpowiedzi immunologicznej przez komoérke nowotworowg i/lub
przenoszacg wirus. Aby zbadac kinetyke procesu transportu peptydow, przeanalizowano
rézne zestawy danych immunopeptydomowych (peptydy zwiazane z MHC-|, prezentowane
przez komorki czemniaka A375). Biatka wirusowe destabilizujg przede wszystkim biatko TAP1,
nie TAP2, zwlaszcza w przypadku UL49.5 i BNLF2a. Sposrod badanych biatek wirusowych
biatko UL49.5 wykazywato najwieksze fluktuacje, zas BNLF2a byto najbardziej stabilne.
Dynamika strukturaina kompleksu TAP1-TAP2 w obecnosci i pod nieobecnos¢ biatka
wirusowego w kompleksie ujawnita, ze we wszystkich symulowanych systemach domeny
TAP NBD tworzyly ruch wychylenia w kierunku cytozolu, co generuje przejscie, czyli
otwarcie kanatu transportowego w kierunku cytozolu. Ten cytozolowy kanat byt celem dla
4 (BNLF2a, CPXV012, ICP47 i UL49.5) sposroéd 5 badanych biatek wirusowych (Rys. 2).
Biatka wirusowe BNLF2a, CPXV012 i ICP47 tworzyly wigkszg liczbe oddzialywan z TAP1,
podczas gdy UL49.5 i US6 wykazywaly stosunkowo jednakowe oddzialywania z oboma
biatkami TAP. Ponadto, regiony TAP1 o nizszej czestotliwosci SNP i warianty
nowotworowe tworzyly wyzsze oddzialtywania z czynnikami wirusowymi, podczas gdy
biatko wirusowe wigzalo sie z regionem TAP2, ktory jest silnie zmutowany. Wyjatkowo, biatko
US6 wchodzito w unikalne oddziatywania z transporterami, podczas gdy inne czynniki
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wirusowe, BNLF2a/CPXV012/ICP47/ UL49.5, mialy kilka wspolnych aminokwasow wigzac sie
Z biatkami TAP. Wyniki te dostarczajg modelu sposobu, w jaki wirusy i mutacje zwigzane
z rakiem, celujace w interfejsy TAP mog3a wplywacé na prezentacje antygenu MHC-I, a
takze jak szlak IFN-gamma modyfikuje prezentacje antygenu MHC-I poprzez kinetyke
transportu peptydow.

(iii) Padariya, M., Kalathiya, U., Mikac, S, Dziubek, K., Tovar Fernandez, M. C,, Sroka, E.,
Fahraeus, R, & Sznarkowska, A. (2021). Viruses, cancer and non-self recognition. Open
biology, 11(3), 200348.

Wirusy byly i nadal sg nieocenionym zrédiem wiedzy na temat roznych aspektow biologii
komoérkowej. Wirus migsaka Rousa wykazat onkogeneze wirusowg, podczas gdy wirusy maip,
ludzkie adenowirusy (HAdV) i wirusy brodawczaka ludzkiego (HPV) otworzyly droge do
identyfikacji biatek Supresorowych nowotworéw p53 i biatka siatkowczaka (pRB) [24].
Podobnie, wirusy odegraly wazna role w naszym zrozumieniu, jak uktad odpornosciowy
rozréznia wtasne biatko od obcych, zaréwno pod wzgledem tego, jak wrodzona odpowiedz
wykrywa wzorce patogenéw oraz w jaki Sposob odpowiedz odpornosciowa swoista
specyficznie wykrywa obecnosé neoantygenéw na czgsteczkach MHC. Wirusy funkcjonalne,
ktore utrzymujg si¢ przez cate zycie (latencjg) u ludzi, takie jak herpeswirus gamma wirus
Epsteina-Barr, ludzki wirus cytomegalii, czy herpeswirus zwigzany z miesakiem Kaposiego,
sg obecne u wiekszosci populacji, przy czym kazdy wirus wyewoluowat rownowage z
okreslonym typem komoérek gospodarza [25]. Strategie unikania odpowiedzi immunologiczne;j
Przez wirusy rowniez llustrujg, ze procesy, w ktorych komorki wykrywajg i prezentujg obcy
materiat genetyczny uktadowi odpornosciowemu, $3 powigzane z innymi szlakami
komérkowymi. Unikanie odpowiedzi immunologicznej jest takze celem komorek
nowotworowych, a bardziej szczegélowe spojrzenie na interfejsy miedzy czynnikami
wirusowymi a skladnikami kompleksu fadowania peptydéw klasy MHC | wskazuje, ze
interfejsy te sg réwniez celem mutacji nowotworowych. Pod wzgledem punktu kontrolnego
uktadu odpornosciowego strategie wirusowe i nowotworowe wydaja sie jednak rozne.
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Rysunek 3. Wigzanie biafek wirusowych z roznymi regionami kompleksu tadujacego peptydy
W poréwnaniu z wariantami aminokwasow (pobranymi z cBioPortal) z réznych typow
nowotworéw. (A) Mutacje w HLA-A réznych typéw nowotworow (mutacje zaznaczono kolorem
zielonym) w poréwnaniu z powierzchnig interakcji wirusa z HLA-A2. Interakcie wigzan
wodorowych pomiedzy biatkami wirusowymi US2, US3 i E3/19K z HLA-A2 zaznaczono na
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strukturze biatka kolorem czerwonym. (B) Mutacje nowotworowe TAP1 i TAP2 przedstawiono
odpowiednio na czerwono i Zz6ito. Reszty bialka wirusowego ICP47, zaangazowane w
interakcje wigzan H z ICP47 z TAP1 i TAP2 sg przedstawione jako pafteczki oznaczone
odpowiednio kolorem niebieskim i fioletowym.

Aby wykry¢ i zniszczy¢ komorki przenoszace wirusa, nasz uktad odpornosciowy eliminuje
komérki uszkodzone lub szkodliwe. W przypadku unikania odporno$ci zarowno przez
wirusy, jak i nowotwory, ekspresja neoantygenow na czasteczkach MHC-l odgrywa
kiuczowa role (Rys. 3), dlatego mozna oczekiwac, ze cele unikania odpornosci przez wirusy
i nowotwory sg podobne. Rzeczywiscie, obnizenie poziomu czasteczek MHC-I jest czeste
w przypadku nowotworow, aw przypadku wirusow jest powszechnym celem. Kompleks
TAP jest celem kilku czynnikow wirusowych, a ICP47 z wirusa opryszczki pospolitej blokuje
TAP w nieaktywnej konformacji uniemozliwiajac spetnienie przezen jego roli w PLC [26].
Podobnie, glikoproteina US6 kodowana przez HCMV wchodzi w interakcje z podjednostkg
TAP1 i blokuje wejscie peptydu do ER. Ponadto, celem US2 sg zmiany konformacyjne TAP1,
zwigzane z ATP, a konieczne dia transportu peptydow z cytozolu do ER [27]. Aby doktadniej
przyjrze¢ sie interfejsom miedzy biatkami wiruséw a mutacjami nowotworowymi,
skonstruowaiam kompletne struktury komponentow ladowania peptydu (MHC i, f2m,
kalretikulina, ERp57, tapasyna, TAP1 i TAP2; Rys. 3), ktore ilustruja wspolne strategie
wiruséw i nowotworow. Ludzki cytomegalowirus US3 wiaze sig¢ z MHC-1 w ER i zaktoca
zalezne od tapasyny tadowanie peptydu. Dla czynnika wirusowego US6 skonstruowatam
model struktury przy uzyciu podej$cia modelowania homologicznego, po czym czynnik
ten zostal nastepnie dokowany z transportem TAP1/TAP2.

Aby zlokalizowa¢ mutacje pochodzace od nowotworéow w réznych strukturach typéw HLA
(HLA-A, HLA-B i HLA-C), zebralam zbiory danych z atlasu genomu nowotworowego
(TCGA) oraz baz danych cBioPortal (Rys. 3). Mutacje nowotworowe sugeruja, ze mimo
istnienia podobienstw migedzy. typami HLA, kilkka mutacji wystepuje tylko w konkretnej
czasteczce HLA oraz w domenie a3 i domenach transbtonowych. Co wiecej, czasteczki HLA-
A maja ogélnie wigcej zmutowanych reszt niz HLA-B i -C. Z kolei HLA-C wykazuje wigcej
mutacji w rowku wiazacym peptydy, i — co ciekawe - HLA-C jest gtéownym hamujgcym
ligandem dla receptorow immunoglobulinopodobnych (KIRs), co moze pomoc wyjasnic,
dlaczego wirusy i nowotwory réznie atakujg ten haplotyp. Wiekszo$¢ biatek wirusowych
wchodzi w interakcje z regionami w PLC silnie zmutowanymi w nowotworach. Na
przykiad, czynniki wirusowe US2 i E3/19K, tworzg interakcje wigzan wodorowych z resztami
HLA-A2 zmutowanymi w réznych typach nowotworéw. Podobnie, czynniki wirusowe UL18
wiaza sie z resztami B2m, ktore sg najczesciej zmutowane w roznych typach nowotworow. W
szczegdlnosci, patrzac na transportery TAP z kompleksu PLC, biatko wirusowe ICP47 tworzy
wiazania wodorowe z czterema aminokwasami (S358, E413, Y468 i Q516) biatka TAP1, z
ktérych dwie reszty (S358F i Q516K) sg zmutowane w nowotworze. Na podstawie obserwacji
biatek wirusowych (US2, E3/19K, ICP47 i UL18) oraz mutaciji nowotworowych mozna
sugerowac, ze maja wspolny interfejs do ingerowania w PLC.

(iv) Padariya, M., Fahraeus, R., Hupp, T., & Kalathiya, U. (2021). Molecular determinants and

specificity of mRNA with alternatively-spliced UPF1 isoforms, influenced by an insertion in the
'regulatory loop'. International journal of molecular sciences, 22(23), 12744.
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Cele pracy

Nieprawidiowe, niepoprawnie sfaldowane i zle ulokowane biatka sg niebezpieczne dla
zywotnosci komorek z powodu ich toksycznosci. Takie biatka mogg by¢ przyczyna wielu
chorob u ludzi, takich jak choroba Parkinsona i Alzheimera, otepienie czotowo-skroniowe,
mukowiscydoza i kilka innych [28]. Szczegolnie na poziomie mRNA obserwuje si¢ dwie
kluczowe cechy: albo (i) mMRNA zawiera poprawny zestaw biatek zwigzanych z konkretnym
mRNA, albo (i) potencjat kodujgcy mRNA jest nienaruszony. W tym miejscu, szlak NMD
(nonsense-mediated MRNA decay) radzi sobie z tym drugim, degradujgc mRNA zawierajace
PTC, co w konsekwenciji zmniejsza akumulacje potencjalnie toksycznych, skréconych biatek
[29]. Ze wzgledu na zdolno$C wykrywania PTC w celu przyspieszenia degradacji
nieprawidiowego mRNA, NMD jest waznym modulatorem fenotypéw chordb
genetycznych u ludzi [30]. Biatko UPF1 jest kluczowym skiadnikiem szlaku NMD,
nazywanym rowniez giownym regulatorem. Poprzez biochemiczne i jednoczgsteczkowe
testy wykazano, ze pewien element strukturainy moduluje aktywno$¢ katalityczng UPF1,
nazywany "petla regulacyjng". Co ciekawe, u ssakow istnieja dwie aiternatywnie
splicowane izoformy UPF1, ktore réznia sie jedynie dtugoscia "petli regulacyjnej” [31].
lzoforma UPF1_1 zawiera insercie¢ 11 aa (aminokwasow) (353-GNEDLVIIWLR-363) w
domenie 1B, co przediuza "petle regulacyjng” do 22 aa. Uwzgledniajgc taki wptyw “petli
regulacyjnej” na dynamike strukturalng UPF1 i jej kontrole aktywnosci katalitycznej i/lub
ATPazy, zbadali$my obie izoformy UPF1 w obecnosci lub pod nieobecnos¢ poli(U) mRNA
stosujac technike symulacji dynamiki molekularnej. W trajektoriach wygenerowanych we
wspolpracy z dr. hab. inz. Umeshem Kalathiyg (z Uniwersytetu Gdanskiego, Gdansk),
sledzilam interakcje wiazan wodorowych i stabilnosé obu izoform UPF1 (insercja 11aa)
z poli(U)-mRNA. Ponadto, bratam udziat w analizie mutacji nowotworowych UPF1 A838T
i UPF1 P533LIT wplywajacych na wigzanie UPF1-mRNA (Rys. 4). W pracy tej zbadaliSmy
rézne motywy mRNA bogate w AU lub GC z biatkiem UPF1, a ja uczestniczylam w
wygenerowaniu zestawu kilku modeli struktury mRNA, koniecznych dla projektu.

= 12 3
A g b ok
& t

Rysunek 4. Przyjete wzory wigzania przez
UPF1 (izoforma_1) z réznymi motywami
mRNA. (A) Czestotliwos¢ liczby interakcji
wigzan wodorowych, tworzonych miedzy
UPF1 (izoforma_1) a réznymi motywami
bogatymi w GC lub AU. (B) Ro6znorodnos¢
w wiazaniu izoform UPF1 z poli(U) mRNA,
odzwierciedlona w ich dynamice
strukturalnej. Poszczegolne aminokwasy
UPF1 tworzag trwale interakcie Zz
nukieotydami o zajetosci 210%/ns.
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Opis wynikow

Interfejsy wigzania oraz liczba interakc;i biatko-mRNA (wigzan wodorowych; H-bond)

sugeruja, ze izoforma_1 UPF1 ma wiekszg liczbe interakcji z poli(U) mRNA niz izoforma_2

UPF1 (Rys. 4). Sledzilam reszty skutkujace stabilnym wiazaniem wodorowym z

indywiduainym mRNA (zajetos¢ > 10 %/ns). Okazato sie, ze izoforma_1 UPF1 tworzy

interakcje z kazdym nukleotydem poli(U) mRNA, podczas gdy izoforma_2 nie ma takiego
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wzoru wigzania. Oprocz wielu specyficznych dla izoformy interakcji UPF1-mRNA, nastepujace
aminokwasy (izoforma_2fizoforma_1) byty wspoélne dla interakcji z mRNA w obu izoformach
UPF1: G851/G862, E645/E656, D622/D633, R422/R433, N524/N535 i T616/T627 (Rys. 4).
Obecnosé insercji 11 aa w ,,petli regulacyjnej” dla izoformy_1 UPF1 stworzyta interfejs
dia kilku reszt do tworzenia interakcji H-bond z motywami mRNA — szczegolnie reszty
E355, N354 i R363 byly zaangazowane W takie wigzanie. Dynamika réznych izoform UPF1 w
trakcie symulacji MD (100 ns) pokazuje, ze insercja 11 aaw _petli regulacyjnej” indukuje ruchy
miedzy domenami 1B i RecA2. Mutacja punktowa czesto zmienia normalne funkcjonowanie
biatek. Z tego powodu, uczestniczytam w badaniu takiego wplywu na aktywnosc helikazy
UPF1 (izoforma_1) po wprowadzeniu powszechnie wystepujacych wariantow
nowotworowych UPF1 w obecnosci poli(U): mRNA (A839T i P533LT, cBioPortal)
umieszczonych na interfejsie wigzania mRNA. Po wprowadzeniu mutacji do biatka UPF1
zaobserwowano zmniejszenie wigzan biatko-mRNA, przy czym takie znaczace zmiany
zostaly zarejestrowane dia systemu UPF1 P533T.

Znaczenie wynikow

Insercja moze indukowaé aktywnos¢ katalityczng ilub ATPazowa, jak ustalono
doswiadczalnie; jednakze kinetyka i informacje na poziomie molekularnym nie sg w petni
rozumiane. Alternatywnie splatajace si¢ izoformy UPF1 moga si¢ tgczy¢ z roznymi motywami
mRNA i dlatego przeanalizowano dynamike strukturaing przez wstawienie mutacji
nowotworowych w kieszen wiazaca mRNA UPF1. Ponadto, skonstruowatam mode!
farmakoforu sledzacego interakcje UPF1-poli(U) mRNA, ktore moglyby byc
potencjainie uzyte do przesiewania malych czasteczek blokujacych aktywnos¢ biatka
UPF1, albo ostatecznie przy szlaku NMD (Rys. 4). W zwiazku z tym, nasze ustalenia sugeruja,
ze insercia 11 aa (353—GNEDLV||WLR—363) w petli regulacyjnej” moze by¢ odpowiedzialna
za konformacje ,otwarte (izoforma_2), i ,zamkniete (izoforma_1), pomigdzy domenami 1B i
RecA2, co moze wplywa¢ na katalityczng aktywnos¢ helikazy UPF1. Stwierdzono, ze
aminokwas znajdujacy si¢ na pozycji 533 w biatku izoformy_1 UPF1 wchodzi w interakcie z
mRNA zaréwno w zmutowanym systemie (UPF1 P533L/T), jak iw systemach typu dzikiego,
podczas gdy systemy UPE1 A839T wchodza w charakterystyczne interakcje z motywem
mRNA. Szczegblnie w zmutowanych systemach zwiazanych z nowotworem, motyw
mRNA z UPF1 P533T nie ma interakcji uktadajacych sie, przez co odiegtos¢ miedzy
domenami 1B-RecA2 wzrasta, a miedzyczasteczkowe interakcje biatko-mRNA wykazuja
trend spadkowy. Na podstawie tych danych mozna postawi¢ hipoteze, ze zwiekszone
powinowactwo miedzy sktadnikami UPF1-mRNA powinno przyczyniaC si¢ do zwiekszonej
aktywnosci ATPazy/helikazy zaleznej od RNA biatka UPF1, ktora jest niezbedna dia szlaku
NMD. Te nowatorskie spojrzenia, wynikajace ze. identyfikowanych par wigzacych mRNA-
UPE1 mogg przyczynic si¢ do zrozumienia selektywnosci odnosénych partnerow, a takze do
rozwoju dynamiki i kinetyki zwigzanej z NMD.

(v) Padariya, M., & Kalathiya, U. (2022). The binding specificity of PAB1 with poly(A) mRNA,
regulated by its structural folding. Biomedicines, 10(11), 2981.

Cele pracy

Eukariotyczne mRNA z ogonami-poli(A) wigza sig¢ z biatkami wigzacymi poli(A), specyficznymi
dia sekwencji posredniczac w syntezie tych ogonow [32]. Jednym z takich biatek jest biatko
wigzace poli(A) cytoplazmatyczne 1 {(PAB1 lub PABPC1), zwigzane z dlugimi ogonami
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mRNA poli(A) i indukujace jego stabilnosc¢. Przetacznik konformacyjny genu elFAG zalezy
od ekspresji PAB1, ti. W normalnych komérkach o niskiej ekspresji PAB1 brakuje wigzania
elF4G-PAB1, podczas gdyw komérkach nowotworowych o wysokiej ekspresji PAB1 wigzanie
miedzy tymi biatkami jest indukowane [33]. Kluczowe role biatka wigzacego poli(A) w
regulowaniu terminacji translaciji zostaly zbadane. Nieskuteczna terminacja moze prowadzi¢
do aktywacji procesu NMD (rozpoczynajacego degradacje mRNA). Rézne badania
biochemiczne i strukturalne wskazujg wzory wigzania migdzy motywami rozpoznawania RNA
7 mRNA poli(A), jak rowniez interakcje Z roznymi komponentami. Nadal jednak potrzebny jest
szczegOlowy wglad w w skiadanie strukturaine i dynamike peinej diugosci ludzkiego biatka
PABPC1. Ze wzgledu na znaczaca korelacie miedzy degradacja mRNA a stabilizacja, W
niniejszej pracy zbadatam dynamike biatka PABPC1 jednoczeénie sledzac specyfike
wigzania mRNA. Ponadto, uwzgledniajac ré6zne mutacje nowotworowe biatka PABPC1,
przedstawitam przeglad roznych punkiow krytycznych [34] wraz z pomiarami zmiany
stabilnosci struktury po wprowadzeniu punktowych mutagiji (Rys. 5)- W celu monitorowania
selektywnosci mRNA dla peinej struktury PAB1, skonstruowatam modeie z mRNA
poli{A) implementujac podejscie modelowania homologicznegoldynamiki molekularnej (Rys.

5).

PR Oocupancy > 411 Rysunek 5. Wzory wigzania PABPC1 z

‘> mMRNA poli(A)- (A) Interakcje
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych
pomiedzy mRNA PAB1-poli(A), 2 takze
poszczegélnych aminokwasow
- oddziatujgcych z nukleotydami o oblozeniu =z
AW ; g " -\ 10% lub nanosekundach  (ns) zostaly
vl [ R podkresione. (B) Pozycja reszt O duzym
obtozeniu (> 41%) i wzor ich wigzania z
mRNA  poli(A), reprezentowany przez
strukture PABPC1.

EX A
8Os ‘.f""'i, _\’M\ﬂ‘" PO

Opis wynikow
Poli(A)YmRNA oddzialuje z PABPC1, co indukuje stabilnosé¢ reszt biatkowych. Ponadto,
modelowana struktura PAB1 (8—408 aa; domeny RRM1-4) uzyskuje wzor fluktuacji podobny
do innych symulowanych struktur krystalicznych, skiadajacych sie z domen RRM1-2 (10—184
aa; Rys. 5). W szczegbinosci stwierdzono, ze poli(A) mRNA zmienia swoje konformacje,
ktore stabilizujq si¢ pod koniec czasu symulacji MD (Rys. 5). W modelowanej apo-formie
PAB1 reszty R176-Y408 utworzyly ztozona strukture po duzym przemieszczeniu, podczas gdy
domeny RRM1-2 okazaly si¢ konserwatywne i mniej elastyczne, ustawione prawie tak, jak te
w strukturze krystalicznej. Region PAB1 wiazacy si¢ z poli(A) mRNA byl bardziej stabilny
i przyjat nieco inng konformacje w porownaniu Z forma apo. Wzajemne interakcje miedzy
poli(A) mRNA a PABPC1 sugeruja, ze co okoto nanosekunde (ns) tworzy sie ~8 wiazan
wodorowych, a aminokwasy PAB1 byty roziozone na przestrzeni mRNA. Pozostatosci PAB1
D45, Y54, Y56, N58, Q88 i N100 tworzyly trwate interakcje z mRNA, o zajetosci >40%.
Wiekszos¢ mutacii punktowych w biatku PABPC1 w nowotworze znajduje sie¢ w domenach
RRM, przy czym W szczegollnosci obszary w obrebie aminokwasoéw 300-350 aa (domena
R_RM4)_ wykazujg wysoka czestotliwos¢ mutacil. Analizujgc reszty poli(A) mRNA, tworzace
wigzania wodorowe zauwazono, ze aminokwasy biorace udzial w trwalych interakcjach

Strona | 17

Q-



nagowska 5.6.

Ewa Nanowska, Ewa Nanowska-S
y -Szm
80-153 Gdansk, ul. Plowce 3)2 TLUMA——CZEN‘E e
£

NP 583'27-16-3133W
tel. 58 302 08 27

dr inz. Monikaben Padariya Zatgcznik 3
Podsumowanie osiggnigc zawodowych

byly zachowane W réznych typach nowotworu, zn. zadne z nich nie byty zmutowane W
pobranym zbiorze danych O nowotworach. Ponadto, mutacje 0 duzej czestosc (>4) byly
badane w celu sledzenia zmian W stabilnosci struktury biatka.

Znaczenie wynikow

Sugeruje si¢, 2 PAB1 jest antagonista czynnikow NMD podczas celowania W mRNA. Mimo
to stwierdzono, ze delecja PAB1 jub UPF1 (NMD) znaczaco zwigksza odczyt nowych
peptydow. Moze to skutkowaC zwiekszona produkcja zmutowanych peptydow, ktore moga
by¢ prezentowane na czasteczkach HLA i moga wywotac odpowiedZ immunologiczng W
nowotworach. Zatem, zastosowanie roznych strategii hamowania celowanego w celu
catkowitego lub czesciowego zablokowania aktywnosci PAB1 moze prowadzi¢ do
indukowanej produkcii peptydow odczytanych przez mRNA, co ostatecznie spowoduje
wytwarzanie zmutowanego peptydu fub neoantygenow w komorkach nowotworowych.
Szczegotowe zrozumienie  struktury biatka PAB1 moze pomoc W projektowaniu
eksperymentow W celu zmiany jego aktywnosci. Zbadalismy strukturalne fatdowanie, czyli
dynamike (korelujaca Z kriomikroskopia elektronowa) ljudzkiego Dbiatka PAB1 i
zaproponowaliémy kilka kluczowych reszt bioracych udziat W wiazaniu mRNA,
wskazalismy tez r6zne miejsca aktywne (Rys. 5)- Monitorujac specyficzng selektywnos¢
mRNA dia PAB1 plzeanalizowaliémy aminokwasy aromatyczne (Y lub W) scisle zwigzane z
mRNA poli(A). Z drugiej strony, mRNA poli(A) wykazat unikalny wzorzec w stosunku do biatka
PAB1. Co drugi nukleotyd z-obu Kkoricow 50 tub 30 byt w "pozyciji do wewnatrz" skierowanej
ku biatku, podczas gdy co trzeci nukleotyd miat konformacje "pozycji na zewnatrz" (Rys. 5).
Wiekszo$s¢ mutacji nowotworowych O wysokiej czestotliwoéci w PAB1 znajduje si¢ W
domenach RRM, W szczegolnosci zas regiony W 300-350 aa (RRM4) wykazuja wysoka
czestotliwose mutacji. Jednakze, Z wyjatkiem wariantu G123C, wigkszosC mutantow
pochodzenia nowotworowego zmniejsza stabilnos¢ biatka. W naszym przekonaniu
szczeg6ly molekularne uzyskane w tym badaniu umozliwiaja dogtebne Zrozumienie struktury
PABPC1 i moga pomoéc modulowa¢ aktywnos¢ tego genu w przysztych eksperymentach in
vitro Wb in vivo.

(vi) Padariya, M., Daniels; A., Tait-Burkard, C., Hupp, T., & Kalathiya, U. (2022). Self-derived
peptides from the SARS-CoV-2 spike glycoprotein disrupting shaping and stability of the
homotrimer unit, Biomedicine & Pharmacotherapy, 151, 113190.

Cele pracy

Gen szczytowy SARS-CoV-2 (S) koduje N-potaczong sekwencje 22 glikanéw na protomer,
ktore to glikany odgrywaja kluczowe role w zmianach konformacyjnych biatka S,
odpowiedzialnych za unikanie odpowiedzi immunologicznej [35]. Biatko S w stanie
przedfuzyjnym jest stosunkowo bardzie] niestabilne, domeny wiazace receptor (RBD)
przelaczajg sie miedzy konformacja . ,w gore” (otwarta) i ,W dot” (zamknigta) 71
k gcznie, domeny wigzace receptor i domeny N-koficowe (NTD) powodujg znaczace zmiany
konformacyjne wprowadzajac elastyczno$¢ W strukture. Pomimo istnienia roéznych
strukturalnych podej$¢ do celowania w wirusa SARS-CoV-2, brakuje dogiebnego zrozumienia
kie'runku, ktéry by blokowat formacje homotrimera biatka S SARS-CoV-2. Biorac pod uwage
najnowsze badania nad mechanizmami fuzji biatka S préobowalismy zablokowa¢ formacije
homotrimera lub uwiezié¢ ustabilizowana konformacje przed fuzja za pomoca peptydow
S pochodzenia spontanicznego lub motywow liniowych. Poniewaz homotrimer jest
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funkcjonalng jednostkg biatka szczytowego, zaktocenie formacii homotrimera mogtoby
zablokowaé wnikanie wirusa do komorki gospodarza. W tym kontekscie, zaprojektowatam
motywy liniowe, ktére braly udziat w wewnqtrzczqsteczkowej interakgcji biatko-biatko
miedzy monomerami homotrimera S i przeprowadzitam symulacje dynamiki molekularnej,
aby wysledzi¢ powinowactwo kompleksow peptyd-biatko (Rys. 6). Skuteczne blokowanie
funkcjonalnej jednostki trimeru mogtoby mie¢ kilka znaczacych skutkow dla zrozumienia
SARS-CoV-2; moze indukowaé odpowiedz immunologicznag, kluczowy element wakcynologii,
a zablokowany monomer lub stabilizowany homotrimer mMoga indukowaé produkcje
przeciwciat innych nizw konformagiji ,otwartej". Ponadto, badatam te peptydy pochodzenia
spontanicznego motywu liniowego W odniesieniu do réznych mutacji pochodzqcych od
wariantow wirusa SARS-CoV-2 (Alpha | B.1.1 7,Beta| B.1.351, Delta| B.1.617.2&B.1 617,
Gamma | P.1, Lambda | €.37 i Omicron | B.1.1.529) {36, 37].

: ﬁy&“"ﬁ““' /“:’”,“f""”‘wr"_'w"“\ Rysunek 6. Badanie wpltywu roznych
vyt ] ; ﬁ; R ol wariantow na biatko szczytowe
) XAy -

D Geemese ‘,;'._'Av'-f A - _1 3 SARS-CoV-2 oraz struktury
LY, by éﬁ ‘ peptydow. (A) Dynamika konformacii

o ii/% S Ve ; i
Wy N ,: é)d po bedacej przedmiotem
AR wmemme b REG = | ~ainteresowania mutacji punktowej W
i R £ al peptydach S SARS-CoV-2. (B)
s o - Reszty oddziatujace biatko-peptyd z
“.r,.,|ff.f?:""ﬁ.iﬁ:f-i-_.éétf.ﬁ_-__*"}Mﬁ : systemow  typu dzikiego w
oggy i MBod e ag R o et - H i §
3 gy M0 B . : poréwnaniu z mutacjami
3 TS e pochodzacymi od wariantow SARS-
fwo T e Cov-2. Alpha (B.1.1.7), Beta
bl . e | (B.1.351), Delta (B.1.6172 &

109 200 300 308 506 600 70O 830 9001000 © peptd
O smepena) ) B.1.617), Gamma (P.1), Lambda
(C.37) i Omicron (B.1.1.529).
Opis wynikow

Zestaw peptydow S pochodzenia spontanicznego z monomeru 1 biatka S (taficuch A) zostat
przeskanowany W stosunku do monomeru 2 biatka S (tancuch B) oraz monomeru 3 (fancuch
C). Peptydy nalezace do kategorii wiazacej sie z monomerem 3 wykazaly wyzsze
powinowactwo W porownaniu z peptydami badanymi z monomerem 2 (Rys. 6).
Wickszos¢ badanych mutacii (A544D,7 D588G, AB75V, N738K, N830K, T833N, L955F i
S956A) obniza stabilnosé strukturalng peptydu, za wyjatkiem S371L (pep01) i N943K (pep09),
ktore indukujg umiarkowang stabilnos¢ w peptydach S. W obecnosci biatka S mutacja A544D
wykazuje najwigksza niestabilnos¢ w strukturze peptydu pep02. W szczegolnosci, w
przypadku peptydu pep09 konkretne mutacje wykazuja roznorodny wplyw na faldowanie
peptydu. Strukturalne faldowanie roznej wielkosci liniowych motywow peptydu S wykazato, ze
z wyjatkiem peptydow pep02 i pep07, wiekszosC badanych peptydow ulega duzemu ruchowi
konformacyjnemu W odniesieniu do pozycii poczatkowych (Rys. 6). Stabilne peptydy (pep02
i pep07) wykazaly wigksza liczbe interakcji z biatkiem S, co indukowato stabiine
ksztattowanie lub fatdowanie struktury biatka S. Na przykiad, kontrastow3 konformacje w
biatku S wida¢ w potgczeniu z peptydem o nizszym powinowactwie wigzacym (pep01) W
poréwnaniu z peptydem pep07. Regiony biatka S w zakresie 250-450, 680760 i 915-1000
indukowaly stabilnos¢ biatka S w obecnosci peptydow pep02 i pep03, podczas gdy odmienne
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zachowanie zaobserwowano dia peptydow pep01, pep04 i pep05. Ogolnie rzecz biorac, w
przypadku systemu mutanta peptydowego wigksza liczba reszt byla wigzana z biatkiem
S, pomimo zwigkszonej elastycznosci w strukturze biatka (Rys. 6). Naktadanie mutacji
biatka S z wariantow SARS-CoV-2 na interakcje biatko-peptyd z systemu typu dzikiego
uwidocznito to, ze wiekszos¢ mutacji znajduje sie w regionach, gdzie peptydy pochodzenia
spontanicznego oddziatujg z biatkiem S.

Znaczenie wynikow

Kilka podejs¢ opartych na strukturze zostalo juz zastosowanych w celu opracowania
szczepionek skierowanych przeciwko wirusowi SARS-CoV-2, jednak brakuje doktadnego
zrozumienia kierunku blokowania formaciji homotrimera biatka S. W tym miejscu sugerujemy,
7e zakiocenie formacji homotrimera moze zablokowaé wejscie wirusa do komorki
gospodarza lub zmniejszy¢ kinetyke biatka S. Dane dynamiki molekularnej ujawnily, ze
wickszy zestaw reszt biatka S w zakresie od 550-750 do 950-1050 w systemach typu dzikiego
oddziatywat z ré6znymi peptydami S pochodzenia spontanicznego (Rys. 6). Peptydy pep02 i
pep07 w systemach typu dzikiego byly wsrod ligandow o wysokim powinowactwie do biatka
S: w szczegolnosci mutacja punktowa w peptydzie pep02 obnizyta liczbe interakcji biatko-
peptyd. Ponadto, mutacja A544D z peptydu pep02 indukowata niestabilnos¢ zlozonego
biatka S, podczas gdy mutacja punktowa N943K z pep09 wykazywala zachowanie
umowne. Obecnosé mutacji w systemie indukowata aktywna konformacje "w gore” domen
szczytu (RBD), ktéra mogiaby zwiekszy¢ interakcig z receptorem komorki gospodarza.
Wprowadzenie mutacji w peptydach destabilizowato zlozona strukture biatka S, co skutkowato
efektem allosterycznym w innych, réznych funkcjonalnie regionach biatka. Zidentyfikowano
czestotliwos¢ mutacji w zmianach powinowactwa wigzania biatko-biatko w trimerowym
biatku S. Mutacja A544R (pep02) moze mieé znaczacy wplyw na powinowactwo wigzania w
monomerach szczytowych jednostki homotrimera. W naszym przekonaniu nasze ustalenia
moga pozwoli¢ na lepsze zrozumienie homotrimera kolca SARS-CoV-2, a nasze dane moga
pomac w projektowaniu dalszych eksperymentow w celu opracowania peptydow pochodzenia
spontanicznego, zastepujacych pojedynczy monomer biatka S z trimera blokujgc funkcjonaing
jednostke homotrimera lub indukujac stabilnosc.

(vil) Padariya, M., Sznarkowska, A., Kote, S., Gémez-Herranz, M., Mikac, S., Pilch, M., Alfaro,
J.. Fahraeus, R., Hupp, T., & Kalathiya, U. (2021). Functional interfaces, biological pathways,
and regulations of interferon-related DNA damage resistance signature (IRDS) genes.
Biomolecules, 11(5), 622.

Radioterapia jest skutecznym leczeniem wielu typéw nowotworéw, stosowanym u okotlo 60%
pacjentow z nowotworami, czesto W potgczeniu z chirurgig lub chemioterapig. Dziesie¢ lat
badan wykazato, ze system cytokin interferonu typu 1 (IFN-1) odgrywa kluczowg role w
efektywnosci radioterapii [38]. Uszkodzenie DNA moze wywolaé wrodzong odpowiedz
immunologiczng przez gromadzenie DNA jadrowego w cytoplazmie - ceche typowa dla guzéw
i linii komorkowych nowotworow przy akumulacji cytoplazmatycznego ssDNA lub dsDNA [39].
Radioterapia i chemioterapia to standardowe ‘metody leczenia nowotworow, ale opornos¢
guzoéw na te metody budzi powazne obawy. Ekspresja genow stymulowanych przez interferon
zawiera sygnature odpomosci na uszkodzenie DNA zwigzang z IFN, znang jako IRDS, ktora
jest silnie skorelowana z opornoscig na radioterapig i chemioterapie w wielu typach
nowotworéw. Dane kiiniczne z réznych badar nad rakiem piersi wskazuja na korelacje

Strona | 20

ooy

Tlumacz przysiagly |. angielskisgo
Nr rej. TP/36/05



QTP CUI TGS FolSe
Fwa Nanowska, Ewa Nanowska-Szmyl
80-153 Gdansk, ul. Plowce 34
NIP 583-27-16-303, REGON 192472129

TEUMACZENIE Z JEZYKA ANGIELSKIEGO

tel. 58 302 €8 27

dr inz. Monikaben Padariya Zatgcznik 3

Podsumewanie osiggnigé zawodowych

miedzy wrazliwoscia na chemioterapie a niskim poziomem ekspresji genéw IRDS [40],
co zostato réwniez potwierdzone w badaniach nad glejakiem [40]. Ponadto, okazuje sig, ze
radioterapia podnosi ekspresje genow IRDS w komérkach raka piersi, prostaty i glejaka [41].
Prowadzonych jest kilka badan majgcych na celu zrozumienie, w jaki spos6b geny IRDS
chronig ztosliwe komorki przed zniszczeniem. W szczegdlnosci, sciezki STAT1/IFN s3
wrazliwe na uszkodzenia DNA; w zdrowym organizmie nie ma wolnego DNA, ani RNA w
cytozolu, ale podczas ataku patogenu obce DNA jest rozpoznawane przez interferon typu 1.

Mechanizmy, dzieki ktorym interferony poprawiajg efektywnos¢ standardowych terapii
onkologicznych wciaz pozostajg przedmiotem intensywnych badan. W $wietle ich dziatania
przeciwwirusowego, kilka badan klasyfikuje podtypy interferonow, gdzie IFNa8 jest czesto
uznawany za najsilniejszy, za$ IFNa1 bywa az do 1000 razy stabszy. W tej pracy przegladowej
przedstawiam rézne strategie majace na celu hamowanie genow IRDS (np. STAT1, IRF7,
rodzina OAS, BST2) w kontekscie wrazliwosci nowotworéow na leczenie (chemio- i
radioterapia). Omawiam tez metody, jakimi wirusy hamuja geny IRDS. Ponadto, identyfikuje
giéwne geny regulujace (IRF7, STAT1, EIF2AK2, AFIH1, USP18, ISG15, DCN, IFIT1,
TIMP3) w obrebie zestawu genéw IRDS, a takze rézne interferony wplywajace na te geny
(Rys. 7). W celu zrozumienia roli genéw IRDS w roznych procesach biologicznych
przeprowadzilam analize¢ wzbogacania $ciezek przy uzyciu narzedzi g:Profiler i
Cytoscape (Rys. 7). Ogotem zidentyfikowanych zostato trzydziesci sciezek biologicznych,
zwiazanych z genami IRDS, z czego 29 zostalo sklasyfikowanych jako interferonowa
regulacja wirusowa”. Wérod nich zidentyfikowano siedem sciezek z najwiekszg liczbg genow
IRDS uwzgledniajac czesto powigzane z nimi geny (IFIT1/3, IFITM1, IRF7,1SG15, MX1/2 oraz
OAS1/3/L; Rys. 7).
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Rysunek 7. Rozroznienie genow IRDS, powigzanych z istotnymi §ciezkami biologicznymi. (A)
Analiza wzbogacenia $ciezki dla genow IRDS zostata wykonana za pomoca g:Profiler, a
nastepnie wyniki zostaly zwizualizowane przy uzyciu platformy "Enrichment Map" w pakiecie
Cytoscape. (B) Wigkszosc¢ genéw IRDS byta regulowana zaréwno przez interferony typu | jak
i 1, badz przez wszystkie trzy typy interferonow, podczas gdy jedynie kilka genow jest
regulowanych wytacznie przez interferon jednego typu, typu Il IFN. Wykres kotowy zostat
stworzony na podstawie danych eksperymentalnych z bazy Interferome.

Dodatkowo, w celu zidentyfikowania gtéwnych czynnikoéw regulacyjnych wsrod genow IRDS,
przeprowadzilismy analize gtownych regulatoréw korzystajac z protokotow z aplikacji ingenuity
pathway analysis (QIAGEN-IPA). Dane ujawnily nastepujace geny jako gtéwne regulatory:
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IRF7, STAT1, EIF2AK2, IFIH1, USP18 (peptydazg 18 specyficzng dla ubikwityny), 1SG15,
DCN (decorin), IFIT1 oraz TIMP3. Zaréwno interferony typu |, jak i It regulujg 19 genow IRDS,
a 16 genow jest regulowanych przez wszystkie trzy typy interferonéw. Tymczasem, geny
ROBO1 i SLCBA15 s3 regulowane jedynie przez interferon typu Il (Rys. 7). Te geny IRDS s3
identyfikowane jako indukowane w roznych liniach komoérek nowotworowych w odpowiedzi na
chemio- i radioterapig, badz posredniczg Ww opornosci eksperymentalnej. Ponadto,
zidentyfikowano je rowniez w probkach od pacjentow z nowotworami, ktore koreluja z
opornoscig. Wytaczenie tych genow powoduje wzrost wrazliwosci komorek raka piersi typu
TNBC na chemio- i radioterapie zaréwno in vitro, jak i in vivo, co ilustruje potencjaine
znaczenie terapeutyczne modulaciji tej odpowiedzi [42]. Majgc na uwadze znaczenie takich
aktywnych aminokwasow, W niniejszym raporcie przedstawiam rézne potencjaine miejsca
aktywne genoéw IRDS na podstawie dostepnych nam ich struktur trzeciorzedowych lub
proponuje je przyjmujac podejscie modelowania homologicznego (Molecular Operating
Environment, MOE; Chemical Computing Group Inc., Montreal, QC, Kanada).

Geny IRDS klasyfikuje sie jako wigzace DNA lub RNA oraz jako niezbedne do wigzania
czgsteczek nukleotydéw ATP/GTP/INADP. W celu zgiebienia wiedzy o genach IRDS,
przeanalizowalismy ich struktury trzeciorzedowe uzyskujac wglad w interfejsy
funkcjonalne. Na przykiad, biatka STAT1 i IRF7 formuja dobrze zdefiniowane miejsce
aktywne z dsDNA, podczas gdy geny OAS1, OAS3 i IFIH1 definiuja swoje miejsce aktywne z
dsRNA. Reszta Lys byta wspoina dia wszystkich trzech genow (OAS1, EIF2AK2, i IFIH1)
wigzacych sig z grupami fosforanowymi czasteczki ATP. Ponadto, geny MX1 i HSD17B1
prezentujg zachowany model miejsca aktywnego, odpowiednio, z czasteczkami GDP i
NADP+. Te szczegoly obrazujgce geny IRDS moga byé¢ niezwykle wazne, poniewaz
predefiniowane miejsce aktywne jest zawsze kluczowe dia identyfikaciji specyficznych
czasteczek docelowych. Szczegbinie wiedza strukturalna moze wspierac rozne strategie
majace na celu ukierunkowanie identyfikowanych miejsc funkcjonainych w genach IRDS i
otwieraé nowe mozliwosci dla kilku genow, ktére nie byly dotychczas badane w tym

kontekscie.

(viii) Padariya, M., Baginski, M., Babak, M., & Kalathiya, U. (2022). Organic solvents
aggregating and shaping structural folding of protein, a case study of the protease enzyme.
Biophysical chemistry, 291, 106909.

Cele pracy

Rozpuszczalniki odgrywajg wazng role w strukturze, dynamice i funkcjonowaniu systemow
biologicznych. Struktura i dynamika czgsteczek wody W poblizu biatek zalezy bezposrednio
od ich wiasciwosci, takich jak hydrofilowos¢ lub hydrofobowo$¢, ktore s gtéwnym czynnikiem
stabilnosci termodynamicznej zlozonych bialek w roztworach wodnych [43]. Giebsze
zrozumienie zjawisk solwatacji biomolekut w roztworach wodnych i nie-wodnych jest
kluczowe. Wigkszos¢ reakcji katalizy enzymatycznej zachodzi w roztworach wodnych,
jednak niektore moga mie¢ miejsce wW nie-wodnych roztworach rozpuszczalnikow
organicznych (OS), cieczy jonowych (lLs), czy giebokich rozpuszczalnikach
eutektycznych (DESs) ze wzgledu na niskg rozpuszczalnosé reagentow lub produktow w
roztworach wodnych [44]. W tej pracy, na przyktad, skoncentrowalam si¢ na mierzeniu
zmian w miejscu aktywnym proteazy [45], spowodowanych brakiem czasteczek wody
solwatacyjnych, kiedy enzymy zostajg umieszczone W stezonych roztworach OS i lLs. Rola
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czgsteczek wody w strukturze, dynamice i funkcji systeméw biomolekularnych jest istotna,
zwlaszcza w roztworach o niskiej zawartosci wody, dlatego zbadalisSmy, ile wody jest
potrzebne w reakcjach katalitycznych enzyméw w roztworach wodnych mediow organicznych.
Skonstruowatam rézne modele in silico dla enzymu proteazy w obecnosci lub bez leku
Darunawir, przeprowadzilam tez szereg symulacji dynamiki molekularnej, w ktorych
rozpuszczainiki gleboko eutektyczne (DESs) roéznily sie rozpuszczalnikami
organicznymi lub stezeniem. Rozwazane byly nastepujgce cztéry rozpuszczalniki
organiczne: chlorek choliny (CHL), etylen giikolu (EG), glicerol i mocznik, pod katem
zachowania miejsca aktywnego proteazy oraz zmian w wigzaniu ligandéw w réznych
srodowiskach rozpuszczalnikéw.

Opis wynikow

Symulacje MD na réznych systemach modelowych proteazy pozwolity zrozumie¢ wplyw
roztworow wodnych rozpuszczalnikow organicznych na aktywno$¢ strukturalng enzymu
proteazy. W symulowanych warunkach enzymu proteazy w srodowiskach réznych
rozpuszczalnikéw organicznych (chlorku cholinowego / etylenu glikolu / glicerolu /
mocznika) zmierzytam stabiino$¢ poszczegolnych monomeréw homodimeru proteazy z
czgsteczkg Darunawiru. Enzym proteazy w roztworze wodnym chlorku cholinowego +
mocznika wykazat wiekszg stabilno$¢ w porownaniu z jego obecnoscig w innych badanych
rozpuszczalnikach. Enzym z Darunawirem wykazywat stabilng strukture w poréwnaniu do
formy apo (CHL + mocznik). Podobne zachowanie zaobserwowano dla Darunawiru, czyli
ligand jest mniej elastyczny w CHL + moczniku w poréwnaniu z innymi badanymi roztworami
wodnymi. Charakterystyczne zachowanie proteazy wyjasnia wplyw rozpuszczalnika
organicznego na skladanie struktury, podczas gdy oba monomery proteazy z Darunawirem
miaty wiekszg liczbe stabilnych aminokwaséw w poréwnaniu z systemami bez ligandow w
roztworze wodnym CHL + mocznik. Szczegolnie, reszty od 45 do 55 aminokwasow z
"klapy" okazaly sie byé bardziej elastyczne w systemie bez ligandéw. Ogoinie rzecz
biorgc, obecnos¢ Darunawiru wywotata interakcje migdzyczgsteczkowe biatko-biatko
pomiedzy dwoma monomerami proteazy w réznych roztworach wodnych. W systemach
modelowych z CHL + EG i CHL + organicznymi rozpuszczalnikami glikolowymi
zaobserwowano spadek interakcji biatko-biatko w ciagu 500 ns czasu symulacji MD.
Skupienie rozpuszczalnikow organicznych zaobserwowano w systemach zawierajacych
chlorek choliny + glikol etylenowy lub chlorek choliny + glicerol. W szczegélnosci glikol
etylenowy i glicerol tworzyly skupienia w obecnosci chlorku cholinowego (w stosunku 1:2
tworzac 20% rozpuszczalnika w boksie symulacyjnym) oraz czasteczek wody. To samo-
skupienie indukowato "otwartg" konformacje dla domen klapy proteazy, w obecnosci lub pod
nieobecnos¢ liganda. W roztworze wodnym CHL + mocznik, w ktérym nie wystepuje
agregacija, enzym proteazy wykazat konwencjonalne skiadanie strukturalne.

Znaczenie wynikéw

Zmiana aktywnos$ci enzymatycznej, selektywnosci biokatalizy lub stabilno$ci enzymatycznej
moze by¢ uzyskana poprzez zmiane mikrosrodowiska solwatacyjnego enzymoéw lub przez
rozpuszczalniki inne niz naturaine. Proteazy w roztworze wodnym CHL + mocznik
wykazaty wieksza stabilno$¢ w porownaniu do innych rozpuszczalnikéw (CHL + EG lub
CHL + gilicerol). Ligand Darunawir indukowat interakcje biatko-biatko pomiedzy monomerami
proteazy w réznych roztworach wodnych. Wiegkszos¢ reszt uczestniczgcych w tych
interakcjach pochodzita z domen wasow, oka i nosa enzymu proteazy. Tylko w systemach
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zawierajacych mocznik ILs, oba monomery byly aktywnie zaangazowane w interakcje z
czasteczkag Darunawiru. W systemach z CHL i mocznikiem, aminokwasy D25 i G27,
zachowane wérod enzymow proteazy asparaginowej wigzaty sie z Darunawirem. Ponadto,
reszty R8, D30, G48 i 150 okazaly sie powszechnie wigzac¢ ligand Darunawir w obecnosci
réznych rozpuszczalnikow organicznych. Nasze wyniki sugerujg, ze samo-agregacja w
okreslonym rodzaju rozpuszczalnika organicznego ma znaczacy wplyw na sktadanie proteazy
i jej wigzanie z Darunawirem. Diatego, rozpuszczalniki organiczne moga mie¢ znaczacy wpltyw
na utrzymanie takiej aktywnosci inhibitora niepeptydowego wobec enzymu proteazy, , a nasze
aktualne wyniki mogg nadal ten kierunek dalszym eksperymentom in vitro lub in vivo.
Wierzymy, ze nasze nowatorskie odkrycia pomoga lepiej zrozumie¢ cykl zycia HIV-1,
utrzymywany przez enzymy proteazowe i ich interakcje z inhibitorami, ktore mog3 by¢
kontrolowane przez gtebokie rozpuszczalniki eutektyczne.

Podsumowanie najwazniejszych osiagniec
1. Badanie aspektow funkcjonalnych izoform p53 i dynamiki ich interakcji z mdm2

Szlak p53-mdm2 wspolewoluowat, przy czym mdm2 zachowalo si¢ w duzej mierze w
niezmienionej formie, natomiast gen TP53 przeksztaicit sie w rézne izoformy. Modelowatam
poczatkowe struktury motywow BOX-! izoform p53 stonia w celu sprawdzenia hipotezy, ze
izoformy p53 indukujg okreslone pule bialek p53 odmianami epitopow wchodzacych w
interakcje z mdm2. Zastosowatam podejscie modelowania homologicznego i skonstruowatam
strukture mdm2 stonia. Dokowatam okreslony zestaw izoform p53 sionia do ligazy
ubikwitinowej E3 mdm2, aby zidentyfikowac powinowactwo wigzania i wzorzec konformacii
genu p53 (ston L. african). Retrogen 12 wraz z retrogenami 14, 15, 16 i 18 tworzy grupe "Typ
F", ktora wykazuje stabe powinowactwo do mdm?2, co silnie wskazuje, ze te putatywne biatka
unikajg regulacji zaleznej od mdm2. Co wiecej, zarowno nasza analiza in silico, jak i wyniki
eksperymentalne z uzyciem testu ELISA, wskazujg, ze wszystkie peptydy zawierajace
mutacje W>G wykazujg zmniejszone powinowactwo wigzania z mdmz2. Natomiast mutacje
miedzygatunkowe Y>D i E>K wykazuja zwiekszong efektywno$c dokowania.

2. Badanie czynnikéw wirusowych, ukierunkowanych na rézne miejsca transporterow TAP1-
TAP2 wraz ze zbadaniem, jak wirusy hamujg translokacje peptydéw za posrednictwem
TAP na poziomie molekularnym.

Biatka wirusowe mogg znaczgco manipulowac procesem transportu peptydow tgczac sie
bezposrednio z transporterami TAP1 lub TAP2. W zwigzku z tym, aby zrozumiec molekularne
rozpoznawanie TAP1-Wirus-TAP2, w szczegdlnosci  roznych  biatek wirusowych,
symulowatam ich interakcje z transporterem TAP. Biatka wirusowe destabilizujg gtéwnie biatko
TAP1, inaczej niz w przypadku TAP2, zwiaszcza UL49.5 i BNLF2a (Rys. 2 i 8). Sposrod
badanych biatek wirusowych, biatko UL49.5 wykazato najwigksze strukturalne fluktuacje, zas
BNLF2a byto najbardziej stabilng strukturg biatkowa. Obszary biatka TAP1 0 nizszej czestosci
SNP, a takze kilka wariantow nowotworowych, wykazaty wyzsze interakcje z czynnikami
wirusowymi. Czynniki wirusowe natomiast wiaza sie z obszarami TAP2, ktére ulegly duzej
mutacji. Zidentyfikowane zostaly diugotrwate interakcje (>10 ns) miedzy biatkami TAP a
biatkami wirusowymi okreslajac model farmakoforu (Rys. 8). Cytozolowy kanat transportowy
"stanu otwartego" biatek TAP moze pobierac peptydy z cytozolu w kierunku ER i byt celem
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badanych biatek wirusowych (Rys. 8). Ponadto, bratam udziat w stworzeniu modelowanych
struktur dla peptydow i przewidywaniu ich wzorcow ich dokowania / powinowactwa z
transporterami TAP.
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Rysunek 8. Przesiewanie biatek wirusowych, peptydéw i mutacji nowotworowych na
transporterach TAP1-TAP2. (A) Biatka wirusowe (BNLF2a, CPXV012, ICP47, US6 i UL49.5)
dokowane z transporterami TAP i konformacje wigzania dla kazdego badanego skiadnika
wirusowego przypominaja prawie stan komplementarny. (B) Reszty z TAP1 lub TAP2
uczestniczg w wigzaniu biatek wirusowych z wykorzystaniem 10%, a prawy panel przedstawia
pozycje tych regionéw w odniesieniu do struktury biatka.

3. Budowanie modelu farmakoforu na podstawie interakcji dwoch izoform UPF1 z poli(U)-
mRNA.

Ze wzgledu na zdolno$¢ wykrywania PTC przez NMD w celu przyspieszenia degradaciji
nieprawidtowego mRNA, NMD jest waznym modulatorem fenotypow chorob genetycznych u
ludzi. Biatko UPF1 jest kluczowym sktadnikiem szlaku NMD, okreslanym réwniez jako gtowny
regulator. Co ciekawe, u ssakow wystegpujg dwie alternatywnie splicowane izoformy UPF1,
ktore roznig sie tylko diugoscia “petli regulacyjnej". Sledzitam interakcje wigzan wodorowych
oraz stabilno$c obu izoform UPF1 (z insercjg 11 aa) z poli(U)-mRNA. Obecnos¢ insercji 11 aa
w ,petli regulacyjnej” izoformy 1 UPF1 utworzyta interfejs dla kilku reszt, umozliwiajac
uiworzenie interakcji wigzan H z motywami mRNA - w takim wigzaniu braly udziat zwtaszcza
reszty E355, N354 i R363. Aminokwasy G851/G862, E645/E656, D622/D633, R422/R433,
N524/N535 | T616/T627 (izoforma_2/izoforma_1) czesto wchodzity w interakcje z mRNA.
Ponadto, zajmowatam sie analiza mutantéw nowotworowych UPF1 A839T i UPF1 P533L/T
wplywajacych na wigzanie UPF1-mRNA.

4. Identyfikacja zestawu zakonserwowanych bialek-mRNA w réznych nowotworach przy
okazji badania specyficznosci wigzania biatka PABPC1 za pomocyg sledzenia poli(A)-mRNA

Biatko cytoplazmatyczne 1 wigzace poli(A) (PAB1 lub PABPC1) jest zwigzane z dhugimi
ogonami mRNA poli(A), indukujacymi stabilnosé. Ze wzgledu na istotng korelacje miedzy
degradacjg mRNA a stabilizacjg, badatam dynamike biatka PABPC1 sledzac jednoczesnie
specyficzno$¢ wigzania mRNA. Aby monitorowaé selektywnos¢ mRNA wzgledem peinej
struktury PAB1, zbudowalam modele z mRNA poli(A) wykorzystujac modelowanie
homologiczne. Stwierdzilismy, ze mRNA poli(A) zmienia swoje konformacje, ktore stabilizujg
sie¢ pod koniec czasu symulacji MD. W modelowanej apo-formie PAB1 reszty R176-Y408

Strona | 25

2

Eeea S

Q.
Tlumasz przysiegly |. engielskiego

Nr rej. TP/36/05



EECH RGP I Bl Feuwe
gvéa Nanowska, Ewa Nanowska-Szmyt
-153 Gdansk, ul. Plowce 34
NIP 583.27-16-303, REGON 192472129 TEUMACZENIE Z JEZYKA ANGIELSKIEGO

tel. 5830208 27— —

.

dr inz. Monikaben Padariya Zalgcznik 3
Podsumowanie osiggnie¢ zawodowych

utworzyly pofatdowang strukture po duzym przemieszczeniu, podczas gdy domeny RRM1-2
okazaly sie konserwatywne i mniej elastyczne. Wiazanie regionu PAB1 z mRNA poli(A) byto
bardziej stabilne i uzyskato nieco inng konformacje w poréwnaniu z forma apo. StwierdziliSmy,
ze dtugotrwate interakcie sa zachowane w przypadku réznych typow nowotworow, tj. w
pobranym zbiorze danych dotyczacych nowotworéw nie stwierdzono mutacji zadnego z nich.
Z wyjatkiem wariantu G123C, wiekszos¢ mutantow pochodzenia nowotworowego zmniejsza
stabilnosc biatka.

5. Samoistne motywy liniowe, oparte na interakcjach wewnatrzczasteczkowych migdzy
monomerami homotrimeru szczytowego SARS-CoV-2

Strukturalne biatko szczytowe z B-koronawirusa SARS-CoV-2 tworzy rézne konformacie
przed i po fuzji w obrebie swojej jednostki homotrimeru (Rys. 9). Aby wesprzec trwajgce nowe
strategie projektowania i rozwoju szczepionek oraz blokowaé tworzenie sie homotrimerow lub
wychwytywanie ustabilizowanej konformaciji przed fuzja, zaprojektowatam samoistne peptydy
S lub motywy liniowe. Wigkszos¢ badanych mutacji (A544D, D588G, AB75V, N738K, N830K,
T833N, L955F i S956A) zmniejsza stabilno$é¢ strukturalng peptydu, z wyjatkiem S371L
(pep01) i N943K (pep09), ktore indukowaly umiarkowang stabilnosé w obrebie peptydow S
(Rys. 9). W obecnosci biatka S mutacja A544D uzyskata najwieksza niestabilno$¢ w swojej
strukturze peptydu pep02. Stwierdzilismy, ze stabilne peptydy (pep02 i pep07) wykazujg
wiekszg liczbe interakcji z biatkiem S, ktore indukujg stabilne ksztattowanie lub fatldowanie
struktury biatka S. Dodatkowo zbadatam te peptydy pochodzenia samoistnego motywu
liniowego w odniesieniu do réznych mutacji pochodzacych od wariantéow wirusa SARS-CoV-
2. W zmutowanym ukiadzie peptydowym stwierdzono wieksz3 liczbe reszt wigzacych biatko
S, pomimo zwigkszonej elastycznosci struktury biatka.
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Rysunek 9. Rozpoznane motywy liniowe peptydow szczytowych SARS-CoV-2 i ich
powinowactwo wigzania z biatkiem szczytowym (monomery) (A) Biorac pod uwage rozne
mozliwe interakcie migdzyczgsteczkowe pomigdzy monomerami szczytowymi jednostki
homotrimeru, skonstruowano zestaw 10 roznych peptydow pochodzenia samoistnego. (B)
Powinowactwa wigzania 10 peptydéw z motywem liniowym (z monomeru 1; tancuch A) z ich
odpowiednim monomerem biatka S.

6. Rozne interfejsy funkcjonalne genow IRDS, dajace wglad w ich udzial w roznych procesach
biologicznych
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Dane kliniczne z réznych baz danych, dotyczacych raka piersi wskazujg na korelacje miedzy
wrazliwoscig na chemioterapie a niskim poziomem ekspresji genéw IRDS. Biorgc pod uwage
znaczenie tych genéw, przedstawitam rézne strategie przyjete w celu ttumienia genoéw IRDS
(na przyktad STAT1, IRF7, rodzina OAS i BST2), w przypadku wrazliwosci na raka. Ponadto,
zidentyfikowane zostaly giéwne regulatory (IRF7, STAT1, EIF2AK2, IFIH1, USP18, 1SG15,
DCN, IFIT1 i TIMP3) z zestawu genoéw IRDS. Sklasyfikowano trzydziesci réznych szlakow
biologicznych, zwigzanych z jednym z tych genow IRDS, gdzie 29 szlakéw zostalo
sklasyfikowanych jako "regulacja wirusowa interferonu”. Opisatam rézne mozliwe czynne
miejsca funkcjonalne genéw IRDS na podstawie ich dostepnych struktur trzeciorzedowych lub
zaproponowatam je przy uzyciu metody modelowania homologicznego.

7. Pomiar zmian miejsca aktywnego enzymu w wysoko stezonych roziworach
rozpuszczalnikow gleboko eutektycznych

Reakcje katalizy enzymatycznej zachodzg w roztworach wodnych, cho¢ niektore mogg miec
miejsce w roztworach nie-wodnych, takich jak rozpuszczalniki organiczne, ciecze jonowe, czy
giebokie rozpuszczalniki eutektyczne ze wzgledu na niska rozpuszczalnosé reagentéw lub
produktow w roztworach wodnych. Jako przyktad, skupitam sie na pomiarze zmian w miejscu
aktywnym proteazy. Skonstruowatam rézne modelowe systemy in silico dla enzymu proteazy
w obecnosci lub pod nieobecnosé leku Darunawir, przeprowadzitam tez szereg symulaciji
dynamiki molekularnej, w ktorych glebokie rozpuszczalniki eutektyczne (DESs) réznity sie
rodzajem rozpuszczalnika organicznego lub jego stezeniem. Enzym proteazy w roztworze
wodnym chlorku choliny + mocznika wykazat wiekszg stabilnos¢ w poréwnaniu z obecnoscia
innych badanych rozpuszczalnikow. Dla rozpuszczalnikéw organicznych CHL + EG i CHL +
glicerol zaobserwowano malejaca tendencje interakgcji biatko-biatko. Reszty R8, D30, G48 i
150 okazaly sie tak samo wigza¢ z ligandem Darunawiru w obecnosci réznych
rozpuszczalnikdéw organicznych.

Piany naukowe

Aktywnie uczestnicze w projekcie zatytutowanym: " The impact of UPF1 ATP mimetics on the
mutant immunopeptidome” [Wpfyw mimetykow UPF1 ATP na zmutowany immunopeptydom],
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki (w 2021 roku) w ramach programu OPUS,
prowadzonym przez prof. Teda Huppa na Uniwersytecie Gdanskim. Dane wygenerowane w
moich publikacjach 4.2, 4.3 i 4.4 staly sie podstawg dla tego projektu i wniosku grantowego.
Inhibitory matoczasteczkowe, ktére mogg modulowaé aktywnosé NMD, oferujg kluczowe
narzedzia do zrozumienia mechanizmu i funkcji fizjologicznych szlaku NMD, majg tez
potencjat leczenia pewnych choréb genetycznych i nowotworéw. Innowacyjne aspekty
proponowanego projekiu- polegajg na opracowywaniu nowych inhibitorow/molekut
przeciwnowotworowych, ktére beds dziata¢ na zupeilnie nowy cel, mianowicie hUPF1.
Ponadto, projekt powstat z niespelnionej potrzeby klinicznej, wynikajacej z nieskutecznosci
istniejgcych terapii przeciwnowotworowych, jak réwniez wysokich i nieadekwatnych kosztow
terapii biologicznych, w tym wysokich kosztéw szczepionek genetycznych, dostosowanych do
pacjenta. W przeciwienstwie do powyzszego, hamowanie hUPF1 malg czasteczka
powodujacg odczyt translacji tworzy neoantygen dzieki aminokwasowi dodanemu w kodonie
stop, co w pewnym sensie stymuluje komoérke nowotworowg do wytworzenia wiasnej
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szczepionki neoantygenowej. Bede wdrazaéc metody modelowania molekulamego i
wirtualnego przesiewania opartego na strukturze (SBVS), aby wybra¢ obiecujgce zwigzki z
dostepnych chemicznych baz danych i zaprojektowaé pochodne aktywne wobec genu UPFA1.
Ponadto, bede uczestniczy¢ w analizie zbiorow danych proteomicznych i danych
immunopeptydomu, uzyskanych z masowego spektrometru, aby przewidzie¢ ich
powinowadztwo wigzania, albo kinetyke z transporterami TAP.

W roku 2023 uczestniczytam jako wspotbadacz w projekcie pod tytulem: "Specificity in
detection of PTCs in mRNA by NMD and its network, insights from cancer perspective and
cross-linking (XL-MS)" [Specyficznos¢ wykrywania PTC w mRNA przez NMD i jego sieé,
spostrzezenia z perspeklywy raka i sieciowanie (XL-MS)] prowadzonym przez dr hab. inz.
Umesh Kalathiya (w ramach programu SONATINA, Narodowe Centrum Nauki). Badatam
sktadniki kompleksu SURF (SMG1-UPF1-eRF1-eRF3) modelujac biatka SMG1, SMGS,
SMG9, eRF3a, eRF1 oraz UPF1 oraz badajac ich dynamike molekularng i sieci interakcji.
Kompleks SURF wiaze sig z UPF2, UPF3b oraz EJC w dét od PTC tworzgc kompieks DECID
(decay-inducing complex [kompleks indukujacy zanik]). Wspoinie z biatkami UPF, kompleks
SURF promuije fosforylacjg UPF1 przez SMG1. Ponadto, zidentyfikowatam specyfikg wiazania
elF4A3 do mRNA przeprowadzajac dokowanie EIF4A3 z odrebnymi fragmentami mRNA.
Jako kontynuacje mojego udziatu w tym projekcie, bede uczestniczyta na réznych etapach
analizy danych, ktore zostang uzyskane z dynamiki molekularnej i spektrometrii masowe;j.

W przypadku nowotworu, gen p53 wykazuje pewne klasyczne cechy supresora nowotworu, w
tym utrate heterozygotycznosci, a wyréznia si¢ czestotliwoscig mutacji zmiany sensu,
wystepujacych w genie. Faktem jest, ze wiekszos¢ mutacji (>70%) to pojedyncze zmiany
aminokwasow (mutacje nonsensowne), ktore generujg duzo wadliwego biatka. Ma to ogromne
znaczenie dla badaczy zajmujgcych sig¢ lekami przeciwnowotworowymi, poniewaz pozwala
potencjalnie celowa¢ w p53. Okoto 80% mutacji w p53 to mutacje punktowe, z kilkoma
gtownymi mutacjami w miejscach "hotspot", ktore wywierajg dominujacy, negatywny wplyw na
dziatanie dzikiego typu p53. Poza tym, mutanty p53 nabywajg tez nowe funkcje onkogenne.
Mutacje z nowo nabytg funkcja s3 silnie zwigzane z zaawansowanymi stadiami nowotworu,
opornoscig na leki i chemiopornoscia, na przyktad poprzez celowanie przez p53 w gen MDR1
(gen wielolekowej opornosci 1) [46). Co wiecej, ligaza ubikwitynowa E3 mdm2 oddziatuje z
p53 jako negatywny regulator supresora nowotworu p53. W tym kierunku bede pracowac nad
identyfikacja nowych czgsteczek leku, blokujacych sie¢ p53-mdm2 poprzez celowanie w
miejsca aktywne mdm2. Ponadto planuj¢ i tworze projekt/wniosek o grant, ktérego celem
bedzie optymalizacja nowych oligonukleotydow wigzgcych mdm2, ktore moga indukowac
allosteryczng regulacje interakcji mdm2-p53. Dodatkowo zbadane zostanie strukturalne
fatdowanie roznych mRNA p53 za pomoca genu mdm2 wraz ze $ledzeniem ich dynamiki.

Kontynuujgc moje zainteresowania biatkami wirusowymi, ukierunkowanymi na strukture i
dynamike sktadnikow kompieksu tadujacego peptydy (PLC), ktére powodujg ostabienie
prezentacji antygenu MHC-I, bede generowa¢ kompieksy PLC o peinej strukturze |
przeprowadza¢ symulacie molekularne z roznymi czynnikami wirusowymi. Hiper-
polimorficzne czasteczki MHC-l sg kluczowymi sktadnikami nabytych odpowiedzi
immunologicznych, ktore charakteryzujg sie wysokg specyficznoscia wobec peptydow
prezentowanych limfocytom T . CD8+ (przypominajac  projektowanie szczepionek |
autoimmunizacje). Jednak szersze widzenie roznic strukturalnych (plastyczno$¢ ektodomen
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wraz z regionem transbionowym) tych genow pozostaje niejasne. Diatego, stosujac
konsensusowe podejscie modelowania homologicznego 3D, bede zaangazowana w badanie
duzego zestawu danych dotyczacych polimorficznych struktur HLA-A, -B, -C. Dodatkowo,
przeprowadzone zostanie poréwnanie roznych wspétrzednych alieli w skali rodziny, z
podkresleniem zestawu kilku alleli o réznorodnosci strukturalnej w rowku fadujgcym peptyd.
Moj projekt zatytutowany: "Quantifying binding and interaction dynamics of peptide-loading
complex components upon viral interference" [Kwantyfikacja dynamiki wigzania i interakcji
skiadowych kompleksu fadowania peptydow wobec interferencji wirusowej] otrzymat
finansowanie w ramach programu UGrants-START. Ten program Uniwersytetu Gdanskiego
wspiera realizacje badan i pokrywa koszty publikacii.

5. Prezentacja znaczacej dziatalnosci naukowej Iub artystycznej,
prowadzonej na wigcej niz jednej uczelni, w instytucji naukowej lub kulturalnej,
W szczegolnosci w instytucjach zagranicznych

Opis pracy naukowej

Moja praca magisterska nosi tytut: ~WWspomagane komputerowo projektowanie inhibitorow
fosforoorganicznych ureazy”, a pisatam ja pod kierunkiem prof. dr hab. inz. tukasza
Berlickiego i prof. dr hab. inz. Wactawa Andrzeja Sokalskiego. Dyplom magistra inzyniera (mgr
inz.) uzyskatam w 2011 roku ha kierunku Biotechnologia/Bioinformatyka na Wydziale
Chemicznym Politechniki Wroclawskiej we Wroclawiu, Polska. Biorac pod uwage najsilniejszy
inhibitor (diamidofosforan), zaprojektowatam kilka zwigzkow z kowalencyjnym wigzaniem
wegiel-fosfor lub wegiel-fosfor-wegiel dla poprawy stabilnosci hydrolitycznej w celu
hamowania ureaz drobnoustrojowych.

< Padariya, M., Kalathiya, U., Berlicki, L., & Baginski, M. (2014). Computer-aided design

of organophosphorus inhibitors of urease. Intemational Journal for Computational

Biology, 3(1), 31-38.

W 2013 roku rozpoczetam studia doktoranckie, a moj projekt nosit tytut: ,Structural and
dynamic insights on the EmrE protein in apo-form and with TPP+ related substrates” Wylad
w Sstrukture i dynamike bialka EnrE w formie apo z substratami powigzanymi z TPP+].
Otrzymatam stopien doktora (dr inz.) w listopadzie 2018 roku w dziedzinie nauk chemicznych
w zakresie Biotechnologii, w Katedrze Technologii Farmaceutycznej i Biochemii Wydzialu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej, w grupie prof. dr. hab. inz. Macieja Bagiriskiego. Prof.
Marco Mor (Wydziat Chemii Medycznej Zywnosci i Lekow, Uniwersytet w Parmie, Parma,
Wiochy) i dr hab. Krzysztof Murzyn (Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet
Jagielloriski, Krakéw, Polska) byli recenzentami mojej pracy doktorskiej. W czasie studiow
doktoranckich bytam czionkiem programu  doktoranckiego Europin  (2014-2018:
https://www_univie.ac.at/europin). Moje badania podczas studiow doktoranckich skupiaty sie
na scharakteryzowaniu wiasciwosci molekularnych matego biatka MDT EmrE (rozpoznawanie
ligandu, zmiana konformaciji biatka i ruch ligandu) z wykorzystaniem podejscia symulacyjnego
MD. Po pierwsze, aby zrozumieg, jak to biatko moze rozpoznawaé ligandy, monomer i
asymetryczng forme apo dimeru EmrE osadzono w heterogenicznej bionie fosfolipidowej, a
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po drugie, biatko EmrE badano w kompleksie z substratem lub czgsteczkg ligandu TPP+ oraz
jego pochodnymi.

0
L34

Padariya, M., Kalathiya, U., & Baginski, M. (2015). Structural and dynamic changes
adopted by EmrE, multidrug transporter protein-studies by molecular dynamics
simulation. Biochimica Et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, 1848(10), 2065-
2074. doi:10.1016/.bbamem.2015.05.014; (IF2015 3.687; MEiN201s = 35, zgodnie z
nowymi punktami MEIN MEiN2o22 = 100).

Padariya, M., Kalathiya, U., & Baginski, M. (2018). Structural and dynamic insights on
the EmrE protein with TPP* and related substrates through molecular dynamics
simulations. Chemistry and Physics of Lipids, 212, 1-11.
doi:10.1016/j.chemphyslip.2017.12.004; (IF201s 2.536; MEiN201s = 25, zgodnie z
nowymi punktami MEIN MEiN2o22 = 100).

Niezaleznie od projektu doktoranckiego, bratam aktywny udziat w kilku innych
przedsiewzieciach zespotowych na wydziale. Moje kompetencie w zakresie zastosowania
metod obliczeniowych i teoretycznych do analizy systeméw biomolekularnych, takich jak:
komputerowe projektowanie lekéw, modelowanie molekularne, dokowanie molekularne oraz
symulacje dynamiki molekularnej, przyczynity si¢ do rozwoju kilku projektow (13 publikacii
naukowych) i pomogly w realizaciji ich celow badawczych.

*
o

&
o

Kalathiya, U., Padariya, M., & Baginski, M. (2018). The structurally similar TRFH
domain of TRF1 and TRF2 dimers shows distinct behaviour towards TIN2. Archives of
Biochemistry and Biophysics, 642, 52-62. doi'10.1016/j.abb.2018.02.005; (IF201s
3.559; MEiN201s = 30, zgodnie z nowymi punktami MEiN MEiNzo22 = 109).

Kalathiya, U., Padariya, M., & Baginski, M. (2018). Extracting functional groups of
ALLINI to design derivatives of FDA-approved drugs: inhibition of HIV-1 integrase.
Biotechnology and Applied Biochemistry, 65(4), 594-607. doi:10.1002/bab.1 646;
(IF2012 1.559; MEiN201s = 20, zgodnie z nowymi punktami MEiN MEiNzo22 = 40).

Kalathiya, U., Padariya, M., & Baginski, M. (2017). Molecular basis and quantitative
assessment of TRF1 and TRF2 protein interactions with TIN2 and Apollo peptides.
European Biophysics Journal with Biophysics Letters, 46(2), 171-187.
doi:10.1007/s00249-016-1157-7; (IF2017 1.935; MEiNx1; = 20, zgodnie z nowymi
punktami MEiN MEiN2022 = 70).

Padariya, M., & Kalathiya, U. (2017). Comparative molecular dynamics study of
dimeric and monomeric forms of HIV-1 protease in ligand bound and unbound state.
General Physiology and Biophysics, 36(2), 141-154. doi:10.41 49/gpb_2016028; (IFa017
1.479; MEiN2017 = 15, zgodnie z nowymi punktami MEIN MEiN2022 = 40).

Padariya, M., Kalathiya, U., & Baginski, M. (2017). Molecular basis and potential
activity of HIV-1 reverse transcriptase toward trimethylamine-based compounds.
Biotechnology and Applied Biochemistry, 64(6), 810-826. doiz10.1002/bab.1543;
(IF2017 1.44; MEiN2017 = 20, zgodnie z nowymi punktami MEiN MEiN2o22 = 40).
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Kalathiya, U, Padariya, M., & Baginski, M. (2016). Identification of 1H-indene-
(1,3,5,6)-tetrol derivatives as potent pancreatic lipase inhibitors using molecular
docking and molecular dynamics approach. Biotechnology and Applied Biochemistry,
63(6), 765-778. doi:10.1002/bab.1432; (IF 2016 1.41 3; MEiN201s = 20, zgodnie z nowymi
punktami MEIiN MEiNz92, = 40).

Padariya, M., & Kalathiya, U. (2016). Structure-based design and evaluation of novel
N-phenyl-1H-indol-2-amine derivatives for fat mass and obesity-associated (FTO)
protein inhibition.  Computational Biology and Chemistry, 64, 414-425
doi:10.1016/j.compbiolchem.2016.09.008; (IF2016 1.331; MEiNaots = 20, zgodnie z
nowymi punktami MEiN MEiN2gz, = 70).

Kalathiya, U., Padariya, M., Baginski, M., & Padariya, C. (2015). SiMiSnoRNA:
collection of siRNA, miRNA, and SnoRNA database for RNA interference. Turkish
Joumnal of Biochemistry, 40(6), 524-532. doi:10.1515/tjb-2015-0044: (IF2015 0.211;
MEiN2o1s = 15, zgodnie z nowymi punktami MEiN MEiNzg2; = 20).

Padariya, M., Kalathiya, U., & Baginski, M. (2014). Docking simulations, molecular
properties and ADMET studies of novel chromane-6,7-diol analogues as potential
inhibitors of mushroom tyrosinase. Gene Therapy and Molecular Biology, 16, 201-217 .-
(IF2013 0.429; MEiN2o14 = 15, zgodnie z nowymi punktami MEiN MEiNzo22 = 5).

Kalathiya, U., Padariya, M., & Baginski, M. (2014). Molecular modeling and evaluation
of novel dibenzopyrrole derivatives as telomerase inhibitors and potential drug for
cancer therapy. JIEEE/ACM Transactions on Computational Biology and
Bioinformatics, 1 1(6), 1196-1207. doi:10.11 09/tcbb.2014.2326860; (IF2014 1.438;
MEiN2014 = 25, zgodnie z nowymi punktami MEIN MEiN2o22 = 70).

Kalathiya, U., & Padariya, M. (2014). Inhibiting activity of HIV-1: protease, reverse
transcriptase and integrase all together by novel compounds using computational
approaches. International Journal of Bioscience, Biochemistry and Bioinformatics,
4(6), 448-457_ doi:10.17706/ijbbb.2014.4.6.448-457

Kalathiya, U., Padariya, M., Jewginski, M., & Baginski, M. (2014). Molecular docking
studies towards development of novel Gly-Phe analogs for potential inhibition of
Cathepsin C (dipeptidyl peptidase ). International Journal for Computational Biology,
3(1), 3-26.

Padariya, M., Kalathiya, U., & Georrge, J. (2015). Easy access tool for small interfering
RNA (siRNA) data. In proceedings of 8th National Level Science Symposium, Christ
College, 2, 129-133. (ISBN: 97881929521 16, Christ Publications, accessed from
www.ss.christcollegerajkot.edu.in).

W okresie od czerwca do wrzesnia 2015 roku odbylam staz naukowy w laboratorium prof. B.
Jayarama w The Supercomputing Facility for Bioinformatics & Computational Biology
(SCFBio) [Jednostka Superobliczeniowa dla Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej] przy
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Indian Institute of Technology (IIT) [Indyjskim Instytucie Technologii] w Nowym Delhi, w
Indiach (www.scfbio-iitd.res.in). Podczas mojego stazu pracowatam nad projektem
zatytutowanym: "Projektowanie nowych zwigzkow opartych na strukturze dibenzopirolu w celu
zwiekszenia ich skutecznosci jako inhibitoréw telomerazyn z zastosowaniem metod opartych
na fragmentach”. W laboratorium prof. B. Jayarama w Indian Institute of Technology (Delhi,
Indie) zdobytam dos$wiadczenie w kilku technikach stosowanych do przewidywania struktury
biatek, projektowania lekow oraz dokowania. Ponadto, pracowatam nad udoskonaleniem lub
znalezieniem nowych ligandéw telomerazy i zastosowatam inny spos6b pracy w celu
znalezienia potencjalnych inhibitorow telomerazy. Ten nowatorski sposob dziatania zostat
przetestowany i zweryfikowany na opublikowanych juz pochodnych dibenzopirolu jako
inhibitorach telomerazy.

Obok gtéwnego projektu doktorskiego, bratam udziat jako wspotwykonawca w réznych
finansowanych projektach grupy: (i) Nowe zwigzki o dziataniu przeciwnowotworowym,
zakiocajace funkcje telomeréw. Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, Polska (TARGETTELO;
2017-2019) oraz (ii) Nowe inhibitory podjednostki katalitycznej telomerazy. OPUS, Narodowe
Centrum Nauki, Polska (2015-2016). W ramach tych projektéw badatam potencjalne mutacje
ludzkiej telomerazy, ktore zidentyfikowano za pomoca systematycznego podejscia
obliczeniowego. Co wiecej, do przewidywania wptywu tych mutacji na powinowactwo
niektorych ligandéw wykorzystano metody dokowania molekularnego. Ponadto, stosujgc
wirtualne przeszukiwanie strukturalne i podej$cie oparte na fragmentach zaprojektowatam
nowe czasteczki macierzyste i ich pochodne przeciwko biatku TRF2 z kompleksu szelteryn.
Majgc na uwadze kiuczowe ustalenia projektu, ztozylismy wniosek patentowy, w ktorym
zidentyfikowali$my nowe inhibitory interakcji pomiedzy biatkami telomerowymi TRF1-TIN2 lub
TRF2-TIN2, ktére moga by¢ zastosowane w terapii przeciwnowotworowej.

& PZ/8885/RW/PCT, Inhibitors of interactions between TRF1-TINZ or TRF2-TIN2
telomeric proteins for use in anticancer therapy. Visegrad Patent Institute (ISA/XV),
2022 (aplikacja patentowa).

Nawigzane wspotprace

Po ukoniczeniu studiow i uzyskaniu stopnia doktora w listopadzie 2018 roku dotgczytam do
Uniwersytetu Gdanskiego jako adiunkt/pracownik naukowy podoktorski w Migdzynarodowym
Centrum Badan nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi, co dato mi mozliwo$s¢ udziatu w
kilku projektach prowadzonych przez grupe. Wspdipraca z roznymi badaczami z réznych
uczelni akademickich zaowocowata 17 artykutami (po uzyskaniu stopnia doktora) i udziatem
w kilku wnioskach o granty. Poza 8 pracami zaliczanymi do dorobku naukowego, 9 innych
prac zostato opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora, mianowicie:

& Padariya, M., Kalathiya, U., Houston, D. R., & Alfaro, J. A. (2020). Recognition
dynamics of cancer mutations on the ERp57-Tapasin interface. Cancers, 12(3), 737.
https://doi.org/10.3390/cancers12030737 (IF2020 6.64; MEiN2020 = 140).

& Brankiewicz, W., Kalathiya, U., Padariya, M., Wegrzyn, K., Prusinowski, M,
Zebrowska, J., Zylicz-Stachula, A., Skowron, P., Drab, M., Szajewski, M., Ciesielski,
M., Gawroniska, M., Kallingal, A., Makowski, M., & Bagifiski, M. (2023). Modified

Strona | 32

o fiar

s

Tiumacz prysieply |. arglieiskiago

Encx

TRIRRING

Ble emi



NENUWING F:%e
Ewa Nanowska, Ewa Nanowska-Szmyt

80-153 Gdansk, ul. Plowce 34

THUMACZENIE Z JEZYKA ANGIELSKIEGO

NIP 583-27-16-303, REGON 192472129

tel. 58 302 08 27

dr inz. Monikaben Padariya Zatgcznik 3

%
&

0.
o

K2
"

(2
L

00
°e

K0
L4

0
L <4

Podsumowanie osiggnie¢ zawodowych

peptide molecules as potential modulators of shelterin protein functions; TRF1.
Chemistry (Weinheim an der Bergstrasse, Germany), €202300970. Advance online
publication. https://doi.org/10.1002/chem.202300970 (IFz022 4.30; MEiN2020 = 140).

Singh, A., Padariya, M., Faktor, J., Kote, S., Mikac, S., Dziadosz, A, Lam, T. W,
Brydon, J., Wear, M. A,, Ball, K. L., Hupp, T., Sznarkowska, A., Vojtesek, B., &
Kalathiya, U. (2022). Identification of novel interferon responsive protein partners of
human leukocyte antigen A (HLA-A) using cross-linking mass spectrometry (CLMS)
approach. Scientific reports, 12(1), 19422; https://doi.org/10.1038/s41598-022-

21393-z (IF2021 4.996; MEiN2021 = 140).

Mikac, S., Dziadosz, A., Padariya, M., Kalathiya, U., Fahraeus, R., Marek-
Trzonkowska, N., Chrusciel, E., Urban-Wojciuk, Z., Papak, l., Arcimowicz, L.,
Marjanski, T., Rzyman, W., Sznarkowska, A. Keap1-resistant AN-Nrf2 isoform does
not translocate to the nucleus upon electrophilic stress. bioRxiv 2022.06.10.495609;
doi: https://doi.org/10.1101/2022.06.10.495609.

Kalathiya, U., Padariya, M., Faktor, J., Coyaud, E., Alfaro, J. A, Fahraeus, R., Hupp,
T. R., & Goodlett, D. R. (2021). Interfaces with structure dynamics of the workhorses
from cells revealed through cross-linking mass spectrometry (CLMS). Biomolecules,
11(3), 382. https://doi.org/10.3390/biom11030382 (IF2020 4.88; MEiNz021 = 100).

Kalathiya, U., Padariya, M., Fahraeus, R., Chakraborti, S., & Hupp, T. R. (2021).
Multivalent display of SARS-CoV-2 Spike (RBD domain) of COVID-19 to nanomaterial,
protein ferritin nanocages. Biomolecules, 11(2), 297.
https://doi.org/10.3390/biom11020297 (IFz020 4.88; MEiNz021 = 100).

Kalathiya, U., Padariya, M., Mayordomo, M., Lisowska, M., Nicholson, J., Singh, A,
Baginski, M., Fahraeus, R., Carragher, N., Ball, K., Haas, J., Daniels, A., Hupp, T. R,
& Alfaro, J. A. (2020). Highly conserved homotrimer cavity formed by the- SARS-CoV-
2 Spike glycoprotein: a novel binding site. Journal of clinical medicine, 9(b), 1473.
https://doi.org/10.3390/jcm9051473 (IFz020 4.24; MEiN2020 = 140).

Kalathiya, U., Padariya, M., Pawlicka, K., Verma, C. S., Houston, D., Hupp, T.R,, &
Alfaro, J. A. (2019). Insights into the effects of cancer associated mutations at the
UPF2 and ATP-binding sites of NMD master regulator: UPF1. Infernational journal of
molecular sciences, 20(22), 5644. doi:10.3390/ijms20225644 (IF2019 4.556; MEiN201s =
140).

Kalathiya, U., Padariya, M., & Baginski, M. (2019) Structural, functional, and stability
change predictions in_human telomerase upon specific point mutations, Scientific
Reports, 9, 8707. doi:10.1038/s41598-019-45206-y (IF2019 3.998; MEiN201s = 140).

Miatam tez zaszczyt i okazje wspdipracowaé z kilkoma uznanymi naukowcami w mojej
dziedzinie, co pomoglo mi nawigza¢ wspoiprace z kilkkoma badaczami krajowymi i
miedzynarodowymi, a byli to:
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< dr. Konstantinos Karakostis, Institut de Biotecnologia i de Biomedicina, Universitat
Autonoma de Barcelona, Bellaterra (Barcelona), Hiszpania - biologia molekularna i
ewolucja.

& prof. Fritz Vollrath, Katedra Zoologii, Budynek Badan i Administracji Zoologii,
Uniwersytet Oksfordzki, Oksford, Wielka Brytania - biologia molekularna i ewolucja.

9,
L

Alison Daniels, Zaktad Choréb Zakaznych, Edynburg, Szkocja EH4 2XR, Wielka
Brytania — walidacja lekow w komorkach zakazonych SARS-CoV-2.

& dr. Christine Tait-Burkard, The Roslin Institute and Royal (Dick) School of Veterinary
Studies, University of Edinburgh, Easter Bush, Midlothian, Wielka Brytania — walidacja
lekow w komarkach zakazonych SARS-CoV-2.

& prof. Borek Vojtesek, z RECAMO, Instytut Walki z Rakiem Masaryka, Zlutykopec 7,
65653 Brno, Czechy — proteomika i spektrometria mas do $ledzenia biatek.

& dr. Minofar Babak, z Wydziatu Nauk, Uniwersytet Poludniowych Czech, BraniSovska
1760, 37005 Cesk & Budéjovice, Czechy — ciecze jonowe i biologia strukturalna.

<

dr. Soumyananda Chakraborti, Narodowy Instytut Badan nad Malarig, Dwarka, New
Delhi 110077, Indie — nanoczastki ferrytyny i ich implikacje.

Podsumowanie osiagnie¢ naukowych

Stopien doktora (dr inz.) uzyskatam na Wydziale Chemii Politechniki Gdanskiej, natomiast
tytut magistra (mgr inz.) zdobytam na Wydziale Chemii Politechniki Wroctawskie. Dodatkowo,
odbytam staz naukowy w Indian Institute of Technology (IIT) w Nowym Delhi, pod kierunkiem
prof. B. Jayarama w jednosice The Supercomputing Facility for Bioinformatics and
Computational Biology. Moje wyniki badan prezentowatam na kilku konferencjach, gdzie
wyglositam trzy prezentacje ustne oraz przedstawitam pig¢ plakatow. W trakcie doktoratu
bytam trzykrotnie wyrdzniana tytutlem najlepszego doktoranta na Politechnice Gdanskiej, a
moje badania doktorskie byly finansowane przez Polska Narodowa Agencje Wymiany
Akademickiej (NAWA). W 2015 i 2017 roku zostatam wyrozniona przez Polska Akademie
Nauk (PAN) w Gdansku za ,Najlepsza twoércza pracg opublikowang wsrod miodych
naukowcow”. Moj dorobek naukowy to 33 artykuly w czasopismach naukowych oraz jedno
zgtoszenie patentowe. Z tych publikacji, 28 ukazalo si¢ w czasopismach z listy JCR, a pieCw
czasopismach krajowych lub miedzynarodowych. Ponadto 8 artykuibw naukowych
przedstawionych do oceny prezentuje modele farmakoforowe dia réznych zestawow biatek
lub enzymow zwigzanych z nowotworami lub odpowiedzig immunologiczng. Jestem
pierwszym autorem siedemnastu z opublikowanych artykutow, a tgczny wskaznik
oddziatywania (IF) wszystkich moich publikacji wynosi 115,602, przy gcznej liczbie cytowan
240 (dane z bazy Scopus na dzieri 22 sierpnia 2023 r.). kgczna liczba punktow wedtug listy
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Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN) wynosi 2640. Z moich 33 publikacji, dziesie¢ zdobylo
100 punktow MEiN, siedem 140 punktéw MEiN, a jedna 200 punktéw MEiN.

Oprocz udzialu w kilkku wnioskach grantowych, aktywnie uczestniczytam w realizagji
finansowanych projektéw badawczych, ktére obejmowaly: (i) ,Quantifying binding and
interaction dynamics of peptide-loading complex components upon viral interference”
[Kwantyfikacja dynamiki wigzania i interakcji sktadowych kompleksu ladowania peptydow
wobec interferenciji wirusowej], UGrants-START (umowa o grant nr 1220.6010.24.2022), 2022
(bytam gtéwnym badaczem). (ii) Wspétbadacz: ,Specificity in detection of PTCs in mRNA by
NMD and its network, insights from cancer perspective and cross-finking (XL-MS)”
[Specyficznos¢ wykrywania PTC w mRNA przez NMD i jego sieé, spostrzezenia z perspektywy raka
i sieciowanie (XL-MS)]. SONATINA, Narodowe Centrum Nauki, Polska (umowa grantowa nr
2020/36/C/NZ2/00108), 2020-2023. (iii) Wsp6tbadacz: ,The impact of UPF1 ATP mimetics on
the mutant immunopeptidome™ Wolyw mimetykéw UPF1 ATP na zmutowany immunopeptydom].
OPUS, Narodowe Centrum Nauki, Polska (umowa grantowa nr 2020/39/B/NZ7/02677), 2021-
2025". (iv) Wspotbadacz ,New compounds with anticancer activity that disrupt telomere
functions™ [Nowe zwigzki o dziafaniu przeciwnowotworowym, zaktécajgce funkcje telomerow].
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju, Polska (TARGETTELO; umowa grantowa nr
STRATEGMED3/306853/9/NCBR/2017), 2017-2018. (v) Wspotbadacz: ,New inhibitors of
catalytic subunit of telomerase” [Nowe inhibitory podjednostki katalitycznej telomerazy].
OPUS, Narodowe Centrum Nauki, Polska (umowa grantowa nr 2014/13/B/NZ7/02207), 2015-
2016. (vi) Wspdétbadacz: ,Charakterystyka funkcji i regulacji izoformy 2 czynnika
transkrypcyjnego Nrf2". SONATA, Narodowe Centrum Nauki, Polska (umowa grantowa nr
2021/43/DINZ1/02059), 2022-2025". W ramach wktadu w rozwdj spotecznosci naukowej
zrecenzowatam kilka manuskryptow w réznych czasopismach znajdujgcych sie na liscie JCR.
Ponadto, peini¢ funkcje goscinnego redaktora specjalnego wydania ,SARS-CoV-2 Spike-
Based Vaccines” w czasopismie Vaccines.

C/
L4

taczna liczba publikacji: 33 (przed uzyskaniem stopnia doktora: 16, i po
uzyskaniu stopnia doktora: 17).
Osiagniecia naukowe: 8 prac (pierwszy autor we wszystkich publikacjach). IF
= 56.524, MEIN = 910.
< taczna liczba publikacji bez dorobku naukowego: 25 (pierwszy autor
korespondencyjny lub starszy autor korespondencyjny 9 artykutow). IF =
59.078, MEIN = 1730.

o przed uzyskaniem stopnia doktora: 16 publikacji. IF = 20.588, MEiN =

690.
o po uzyskaniu stopnia doktora: 9 publikacji. IF = 38.49, MEiN = 1040.

*
o

o
L4

taczny wskaznik Impact Factor (IF), wedlug roku publikacji: 115.602
(publikacje przed uzyskaniem stopnia doktora: IF = 20.588, publikacje po
uzyskaniu stopnia doktora: IF = 95.014).

tgczna liczba punktow MEIN: 2640 (publikacie przed uzyskaniem stopnia
doktora: MEiN = 690, publikacje po uzyskaniu stopnia doktora: MEiN = 1950).
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* Liczba cytowas na podstawie baz danych dostepnych na 22.08.2023): 210
(Web of Science), 240 (Scopus), and 313 (Google Scholar).

Indeks Hirsha wedlug Web of Science H=9, Scopus H=8, i Google Scholar
H = 10 (dostep 22.08.2023).

()
0‘0

00
L4

Liczba udziatow w dofinansowanych projektach: 6.

®,
Lo

Prezentacje konferencyjne: 3 wystgpienia ustne i 5 plakatow.
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Osiagniecia dydaktyczne i zastugi w upowszechnianiu nauki

Laboratoria z informatyki w Katedrze Chemii Fizycznej na Wydziale Chemicznym
Politechniki Gdanskiej (kurs: Ochrona $rodowiska w jezyku angielskim) (2014-2016).

Opieka naukowa nad studentami

Jestem promotorem pomocniczym jednego doktoranta w Miedzynarodowym Centrum
Badan nad Szczepionkami Przeciwnowotworowymi Uniwersytetu Gdanskiego.

7. Oprécz informacji okreslonych w punktach 1-6 powyzej, wnioskodawca moze
zawrzec inne informacje dotyczace swojej kariery zawodowej, ktore uzna za
istotne.

Otrzymatam nagrode PAN (Polska Akademia Nauk) w Gdarnsku dla miodych naukowcow za
najlepsza prace twércza opublikowang w 2015 i 2017 roku za prace: "Padariya, M., Kalathiya,
U., & Baginski, M. (2018). Structural and dynamic insights on the EmrE protein with TPP+ and
related substrates through molecular dynamics simulations. Chemistry and Physics of Lipids,
212, 1-11" oraz "Padariya, M., Kalathiya, U., & Baginski, M. (2015). Structural and dynamic
changes adopted by EmrE, multidrug transporter protein-studies by molecular dynamics
simulation. Biochimica Et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, 1848(10), 2065-2074".
Ponadto, w trakcie studiow doktoranckich bytam czionkiem Programu Doktoranckiego
EUROPIN (2014-2018; https://www _univie.ac.at/europin). Otrzymatam nagrode Rektora Il
stopnia Uniwersytetu Gdariskiego za prace naukowa w roku 2021.

Ponadto, podczas studiow doktoranckich otrzymatam Stypendium im. Ignacego t.ukasiewicza
ufundowane przez Narodowa Agencje Wymiany Akademickiej (NAWA). Otrzymywatam
stypendia projakosciowe (za osiggnigcia naukowe od Wydziatu Chemicznego), dla
najlepszych doktorantéw (Rektora Politechniki Gdanskiej) oraz stypendium InterPhD za
osiggnigcia naukowe Politechniki Gdariskiej, Gdarisk, Polska.

Szczegolowy wykaz wszystkich moich osiggniec naukowych znajduje sie w
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Ninicjszym poswiadczam zgodnos¢, wedlug najlepszej mey wiedzy,
powyzszego Humaczenia @ okazanym mt orvginalem/ T
dokumentu w jezyku angielskim.

Ewa Nanowska, fumacz przysiegly jezyka angielskiego,
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