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[4c] Omoéwienie gléwnego osiagniecia habilitacyjnego

Choroby genetyczne stanowia jedne z najwiekszych wyzwan
wspolczesnej medycyny. Okazuje sig¢, ze nawet wsrdd chordb jednogenowych,
dokladne mechanizmy patogenezy tych schorzen pozostaja niejasne. Stanowi to
z jednej strony duza przeszkode w prognozowaniu postepdéw choroby u pacjentow,
a z drugiej w poszukiwaniu celéw dla opracowywanych terapii.

Nasza $wiadomos¢ na temat chordéb rzadkich, do ktérych zaliczymy
mukopolisacharydozy (MPS), jest wciaz ograniczona. Niewatpliwie jest to zwigzane
z ograniczona grupa pacjentdw, co z kolei wplywa znaczaco na zainteresowanie
sponsorowaniem badan przez koncerny farmaceutyczne. Pierwsze objawy zwykle
pojawiaja sie¢ dopiero we wczesnym dziecinstwie. W potaczeniu z duza liczba
mozliwych obrazow klinicznych, fakt ten stanowi powazny problem w zakresie
diagnostyki. W wyniku tego aktualnie istnieje ograniczona pula opdji
terapeutycznych. W przypadku MPS dochodzi do akumulacji w lizosomach
glikozoaminoglikanéw (GAG), ktore sa dlugotaricuchowymi polisacharydami
zaangazowanymi w rozne procesy, takie jak adhezja komorek, sygnalizacja
molekularna i inne.

Pierwotna przyczyna choroby, jedyna jak do niedawna sadzono, jest obecnos¢
mutacji w genach kodujacych biatka odpowiedzialne bezposrednio lub posrednio za
degradacje GAG. W konsekwencji dochodzi do ich nadmiernej akumulacji w réznych
tkankach, co prowadzi do dysfunkcji wielu ukltadéw, w tym ukladu nerwowego
i krazenia. Zmniejszona ruchomos$¢ stawdw, niski wzrost, choroby serca, dysfunkcja
szkieletu i zmetnienie rogowki sa typowymi objawami u chorych. MPS sa chorobami
genetycznymi, dziedziczonymi w sposob autosomalny recesywny (wszystkie typy
z wyjatkiem MPS II, ktory jest choroba sprzezona z chromosomem X). Istnieje 14
typow mukopolisacharydoz, sklasyfikowanych na podstawie braku Iub
nieprawidlowego dziatania okreslonego biatka.

Gléwnym podejsciem stosowanym dotychczas w terapiach jest zmniejszenie

poziomu GAG w komorkach albo poprzez przywrdcenie normalnej aktywnosci




enzymatycznej biatek odpowiedzialnych za ich degradacje, albo poprzez hamowanie
ich syntezy w komorkach. Najczesciej stosowanymi metodami leczenia sa (i)
enzymatyczna terapia zastepcza, (ii) przeszczepienie krwiotworczych komorek
macierzystych (HSCT) oraz (iii) terapia genowa. Jednakze Zadne z nich nie sa w pelni
skuteczne i zapewniaja jedynie czesciowa poprawe. Mnogos¢ zrdznicowania wobec
pojawiajacych sie objawow, nawet w obrebie poszczegdlnych typoéw choroby, a takze
brak poprawy po zastosowaniu terapii, Swiadczy o bardziej zlozonym
patomechanizmie MPS.

W moich badaniach podjelam sie odnalezienia innych niz zaburzony
metabolizm GAG procesow komorkowych, ktore moga wplywac¢ na patogeneze
MPS. Podczas realizacji pracy doktorskiej w doswiadczeniach jako pierwsza na
$wiecie, wykorzystalam linie komdrkowe fibroblastéw pobrane od pacjentéow ze
wszystkimi dwczesnie znanymi typami i podtypami MPS (wtedy bylo ich 11).
Wykazalam, ze ekspresja setek genow jest rozregulowana w komérkach MPS, co moze
znaczaco wpltywac na fizjologie komodrek. Cho¢ byl to niewatpliwie przetomowy
wynik, postanowilam zgtebi¢ temat. W swietle uzyskanych przeze mnie rezultatow
pojawilo sie pytanie, czy nieprawidlowosci metaboliczne obserwowane
w komorkach MPS wynikaja wylacznie z pierwotnego magazynowania GAG, czy
tez zaburzona jest regulacja ekspresji genow kodujacych bialka zaangazowane
w rozne procesy metaboliczne?

Metabolizm komoérkowy opiera si¢ na wzajemnie powiazanej, ztozonej sieci
szlakéw i reakcji biochemicznych, ktére przeksztatcaja wybrane substraty w celu
zaspokojenia potrzeb energetycznych komorki. Produkty tych przemian sa niezbedne
do utrzymania prawidtowych funkcji komorek, a takze calego organizmu.
Utrzymanie homeostazy wymaga skoordynowanego dziatania procesow, ktore sa
stale zaangazowane w degradacje i synteze nowych czasteczek. Uwaza sie, ze
metabolizm, oprocz tego, ze sam w sobie jest $cisle regulowany, petni rowniez role
sygnalizacyjna. Pozwala komodrkom skutecznie reagowac na bodzce, w tym zmiany

stezenia substratow. Wszelkie zaklocenia tej rownowagi prowadza do standéw
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patologicznych i przyczyniaja sie do rozwoju chordb. Chociaz MPS sa z definicji
chorobami metabolicznymi, wszystkie mozliwe nieprawidlowosci zwigzane
zregulacjg i przebiegiem tych procesow nadal nie sa w petni zrozumiate. Istotnie
badania metabolomiczne wykazaly obecnos¢ powaznych nieprawidtowosci
metabolicznych wsrdd pacjentéow z MPS III. Wady te obejmowaly wiekszos¢ szlakow
zwigzanych miedzy innymi z aminokwasami, lipidami, nukleotydami czy
witaminami. Analizy transkryptomiczne przeprowadzone w pracy Pierzynowska et
al. (2023) Dysregulation of genes coding for proteins involved in metabolic processes
in mucopolysaccharidoses, evidenced by a transcriptomic approach. Metab Brain Dis.
38(6):2133-2144 (Publikacja nr 1) wskazuja, ze dysregulacja wielu genow
w komoérkach MPS moze znaczaco przyczynia¢ sie do globalnych zaburzen
metabolicznych. Dotyczy ona nie tylko metabolizmu GAG, czy wtdrnego
magazynowania sfingolipidéw. Co wiecej, silnie podwyzszona ekspresja niektérych
genow, takich jak CD9 i CLU, moze powodowac niezalezne zwiekszenie obcigzenia
metabolicznego, prowadzac do zwigkszonego nasilenia objawdw, zwlaszcza tych
zwigzanych z neuropatologia. Wnioskuje, Ze powazne zaburzenia metaboliczne
obserwowane w komdrkach MPS moga czeSciowo wynika¢ ze zmian w ekspresji
wielu genow kodujacych bialka zaangazowane w procesy metaboliczne.

Skala zmian w ekspresji duzej frakcji gendw nie moze by¢ wyjasniona przez
blokade jednego szlaku biochemicznego. W pracy Cyske et al. (2022) Complex
Changes in the Efficiency of the Expression of Many Genes in Monogenic Diseases,
Mucopolysaccharidoses, May Arise from Significant Disturbances in the Levels of
Factors Involved in the Gene Expression Regulation Processes. Genes (Basel).
13(4):593 (Publikacja nr 2) wykazano, ze produkcja biatek kodujacych geny
zaangazowanych w regulacje ekspresji wielu innych gendéw, u pacjentéw z MPS, jest
znacznie zaburzona. Chociaz 4-krotna zmiana zostala wybrana arbitralnie, na
podstawie wczesniejszych badant mozna wskaza¢, Ze jest to poziom zmiany
wykazujacy znaczaca i jednoznaczng zmiane ekspresji, ktéra moze wptywac na

funkcje komorkowe. Zidentyfikowano zmiany w przypadku 28 genow
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odpowiedzialnych za: transdukcje sygnatu (np, NOTCH3), inicjacje transkrypcji (np.
HOXCQ9), splicing (np. SRSF10), degradacje RNA (np. EXOSC9) czy translacje (np.
RPL23). Aby dokfadniej zbada¢ ekspresje wybranych genéw, zmierzono poziomy ich
produktéw. Co ciekawe, zmiany te nie byly w Zaden sposob kompatybilne, tj.
w niektorych przypadkach kierunki zmian (regulacja w gore lub w dot) w poziomie
transkryptow byty przeciwne do tych w poziomach biatek. Zatem w przypadku tych
genow regulacja ich ekspresji przebiega zaréwno na etapie transkrypcyjnym, jak
i potranskrypcyjnym, by¢ moze obejmujac rowniez kontrole translacji. Wczesdniej
wskazano, ze mutacje gendw, ktore zostaly szczegdélowo przeanalizowane w MPS
i wykazaty wysoki poziom zmian w ekspresji, prowadza do rozwoju r6znych chorob,
ktérych objawy przypominaja te obserwowane w MPS. Mianowicie, dysfunkcja
EXOSC9 prowadzi do choroby neurodegeneracyjnej, hipoplazji mézdzku typu 1b,
a neurodegeneracja wystepuje w wiekszosci typéw MPS. Mozna zatem zalozy¢, ze
obnizony poziom EXOSC9 moze przyczyniac si¢ do proceséw neurodegeneracyjnych
u pacjentow z MPS. Mutacje w genie NOTCH3 powoduja rézne nieprawidlowosci,
w tym arteriopatie i leukoencefalopatie, ktore wystepuja rowniez (w réznym stopniu)
w MPS, co sugeruje, ze regulacja ekspresji tego genu moze rowniez by¢ zwigzana
z objawami MPS.

Z punktu widzenia rozwoju skutecznych terapii MPS niezwykle waznym
bylo sprawdzenie czy usuniecie zlogow GAG, skutkuje normalizacja wykrytych
zmian. Wykorzystanie genisteiny (czasteczki uposledzajacej wydajnosc syntezy GAG)
skorygowalo poziom pierwotnie zmienionych bialek, ale nie we wszystkich
przypadkach. Zmiany te moga by¢ bardziej stabilne niz oczekiwano i nie musza by¢
znormalizowane, nawet jesli pierwotny defekt metaboliczny zostanie odwrdcony.
Uzyskane wyniki moga czeSciowo wyjasni¢ niepowodzenie w odwrdceniu wszystkich
objawow MPS za pomoca obecnie stosowanych metod terapeutycznych. Dodatkowo
normalizacja poziomu GAG za pomoca rekombinowanych ludzkich enzymodw
specyficznych dla réznych typéw MPS poprawila morfologie niektorych, ale nie

wszystkich, organelli. Wiedzac, ze struktury organelli komoérkowych ulegaja
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zmianom w MPS, w pracy Gaffke et al. (2021) Gene Expression-Related Changes in
Morphologies of Organelles and Cellular Component Organization in
Mucopolysaccharidoses. Int | Mol Sci. 22(5):2766 (Publikacja nr 3) sprawdzitam, czy
zmiany te moga by¢ spowodowane przez rozregulowanie genow zwigzanych z ich
tworzeniem i funkcjami. W celu weryfikagji tej hipotezy badawczej przeprowadzitam
badania transkryptomiczne i mikroskopowe, ktorym towarzyszyto biochemiczne
oznaczenie poziomu GAG i analizy Western-blotting. Z uzyciem mikroskopii
elektronowej poddano ocenie morfologie lizosomow, jader komorkowych,
mitochondriow, aparatu Golgiego i siateczki Srédplazmatycznej. Zaobserwowano
zmiany we wigkszosci typdow MPS, podczas gdy niektore byly specyficzne dla
poszczegolnych typow/podtypdéw. Sugeruje to, Ze powazne zmiany w organellach
w komodrkach MPS moga wynika¢ z rozregulowania ekspresji szeregu genow
zaangazowanych w strukture i funkcje organelli

Mozemy rozwazyc¢ scenariusz, w ktorym zmiany struktury, a nastepnie funkgji
organelli (innych niz lizosomy), ktére sg zmienione ze wzgledu na akumulacje GAG
w MPS, sg spowodowane przez rozregulowanie ekspresji genéw. Przykladowo biatko
kodowane przez SAR1A jest zaangazowane w kontrole transportu miedzy retikulum
endoplazmatycznym a aparatem Golgiego i moze wplywacd na strukture i funkcje tych
organelli. Wykazano obnizona ekspresje tego genu w zdecydowanej wiekszosci linii
MPS, a znaczace zmiany w aparacie Golgiego i retikulum endoplazmatycznym byty
widoczne w kilku typach MPS. Komunikacja miedzy mitochondriami i cytoplazma,
ktora wptywa na strukture i funkcje mitochondriéw, odbywa sie miedzy innymi
poprzez regulacje fosforu. Jednym z bialek zaangazowanych w te regulacje jest biatko
wiazace SH35 (SH3BP5), azmiany w ekspresji odpowiedzialnego genu dotycza
wszystkich badanych linii komorkowych. Znaczace zmiany w morfologii
mitochondriow wystgpity u wigekszosci pacjentow z MPS. Po zastosowaniu terapii

z uzyciem odpowiednich enzymow, zaobserwowano poprawe morfologii lizosoméw,

mitochondriéw i retikulum endoplazmatycznego.
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Stosunkowo  niedawno opisano nowo  zidentyfikowana chorobe
i sklasyfikowano jako zespdt MPS-plus (MPS-PS). Pomimo normalnych funkcji
enzymow lizosomalnych, GAG sa gromadzone w komorkach MPS-PS, a mutacja
w genie VPS33A zostala uznana jako przyczyna tej choroby. Nasuwa sie¢ pytanie,
w jaki sposdb GAG moze gromadzic¢ si¢ w komdrkach bez uposledzenia enzymow je
degradujacych? Analizy wykonane w pracy Gaffke et al. (2023) Contribution of
vesicle trafficking dysregulation to the pathomechanism of mucopolysaccharidosis.
Biochem Biophys Res Commun. 665:107-117 (Publikacja nr 4), wskazuja, iz zmiany
w transporcie pecherzykowym moga w znacznym stopniu przyczynia¢ sie do
mechanizmu zwi¢kszonej akumulacji GAG w komdrkach MPS. W tym swietle
intrygujace jest to, ze bialtko kodowane przez VPS33A jest zaangazowane w tworzenie
kompleksu sortujacego biatka wakuoli, biorac udzial w transporcie pecherzykowym.
Dlatego tez, jesli transport pecherzykowy jest uposledzony w MPS-PS, wowczas
dostarczanie GAG do lizosomdw moze by¢ nieefektywne, co skutkuje nieskuteczng
degradacja tych zwiazkéw. Chociaz stwierdzono, ze specyficzny patogenny wariant
VPS33A (c.1492C > T; p.Argd98Trp) nie powodowal uposledzenia transportu
wewnatrzkomdrkowego, taki wniosek opierat sie jedynie na kolokalizacji siarczanu
heparanu (jednego z GAG) z enzymami lizosomalnymi i blonami oraz na normalnych
poziomach filipiny. Nie wyklucza to wystgpowania GAG w cytoplazmie, a poziomy
filipiny nie determinuja normalnego ich transportu. Dlatego hipoteza
o zaangazowaniu wadliwego transportu GAG (prowadzacego posrednio do ich
akumulagji) w komdrkach MPS-PS i MPS-PS-podobnych w mechanizmie tych chordb
jest nadal mozliwa.

Najprawdopodobniej pierwotne magazynowanie GAG moze powodowac stres
komoérkowy prowadzac do rozregulowania ekspresji wielu genow, co z kolei skutkuje
zmianami w procesach komoérkowych, takich jak transport pecherzykéw. Co wazne,
w komoérkach MPS, akumulacja GAG wystepuje nie tylko w lizosomach, ale takze
w cytoplazmie i na zewnatrz komoérek. W rzeczywistosci cytozolowe

i zewnatrzkomérkowe GAG, gdy sa obecne na podwyzszonym poziomie, moga
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bezposrednio oddziatywac z réznymi biatkami, w tym z receptorami komorkowymi,
powodujac ich agregacje. Odnotowano obnizony poziom kaweoliny w komdrkach
MPS z powodu zaburzonej ekspresji genu CAV1. W zwiazku z tym transport
pecherzykowy, w ktédrym posredniczy kaweolina, jest prawdopodobnie uposledzony.
Dodatkowo wykrylam podwyzszony poziom klatryny w komdrkach pacjentow
i tkankach myszy z MPS I, ktéory w warunkach enzymatycznej terapii zastepczej in
vitro (w MPS 1 i II), a takze w obecnosci genisteiny (w MPS I, II, IIIA iIVA), ulegt
obnizeniu. Wyniki te sugeruja, Ze zniesienie pierwotnego defektu biochemicznego
(akumulacja GAG) w komdrkach MPS moze zmniejszy¢ stres komdrkowy,
prowadzac do normalizacji poziomoéw klatryny w warunkach, w ktorych
specyficzna odpowiedz obronna nie jest juz wymagana.

Z transportem nierozerwalnie zwigzany jest cytoszkielet komdrkowy.
W komoérkach neuronalnych naprzemienna polimeryzacja i depolimeryzacja
mikrofilamentéw zachodzi okresowo, co wymaga obecnosci ATP. Filamenty
aktynowe umozliwiaja ruchy organelli, a takze catej komdrki. Ponadto moga one
wplywac na jej ksztalt i dostosowywac sie do struktury zewnetrznej. Cytoszkielet
aktyny jest niezbedny do wewnatrzkomdrkowego transportu okreslonych czasteczek.
Inna wazna rola mikrofilamentow jest udziat w formowaniu, wzmacnianiu
i dojrzewaniu kolcéw dendrytycznych, wystepujacych w dendrytach neuronow.
Kolce dendrytyczne majaq wiele receptorow i biatek sygnalizacyjnych zwiazanych
z czescig presynaptyczng aksonu. Podczas zmian w strukturze synaps, ktore zachodza
podczas uczenia si¢ lub starzenia, tworzenie si¢ kolcow dendrytycznych ulega
modyfikagiji.

Nieprawidtowosci w aktynowym cytoszkielecie zostaty powigzane z wieloma
chorobami, np. stwardnieniem zanikowym bocznym (ALS), choroba Friedreicha,
choroba Huntingtona (HD), choroba Alzheimera (AD), a nawet choroba prionowa.
Dotychczasowe badania dotyczace polimeryzacji cytoszkieletu aktyny i ogniskowej
adhezji w MPS sa nieliczne, dotycza pojedynczego podtypu choroby. Celem mojej
kolejnej pracy Gaffke et al. (2023) Actin Cytoskeleton Polymerization and Focal
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Adhesion as Important Factors in the Pathomechanism and Potential Targets of
Mucopolysaccharidosis Treatment. Cells. 12(13):1782 byla ocena zmian, ktore
zachodza w cytoszkielecie aktynowym i ogniskowej adhezji w komorkach pacjentow
oraz na modelu mysim, oraz sprawdzenie, czy moga one stanowi¢ potencjalny cel
terapeutyczny dla réznych typéw MPS (Publikacja nr 5). Zaobserwowano znaczace
zmiany w ekspresji genow i poziomie bialek zwigzanych z cytoszkieletem aktynowym
i adhezja ogniskowa. Przyktadami gendw o podwyzszonej ekspresji sa geny kodujace
profiline (PFN1), ktéra odgrywa wazna role w dynamice aktyny poprzez regulacje
polimeryzacji aktyny w odpowiedzi na sygnaly zewnatrzkomodrkowe, oraz biatko
CAPG, ktdre przyczynia sie¢ do kontroli ruchliwosci opartej na aktynie w komorkach
miesniowych. Co wazne, wyniki te zostaly potwierdzone przez badania
z wykorzystaniem modelu mysiego MPS I. Zaobserwowane defekty mozna byto
czeSciowo skorygowad poprzez zastosowanie aktywnej formy dysfunkcyjnego
enzymu lub zmniejszenie syntezy GAG w wyniku leczenia genisteing. Wskazuje to,
ze polimeryzacja cytoszkieletu aktyny i ogniskowa adhezja moga by¢ uwazane za
potencjalne cele terapeutyczne. Z drugiej strony, tylko czeSciowa poprawa sugeruje,
ze warto rozwazy¢ opcje terapii kombinowanej, uwzgledniajacej zaréwno
znormalizowanie poziomu GAG, jak i korekte nieprawidlowosci cytoszkieletu.
Wyniki te rzucily nowe swiatlo na zrozumienie patomechanizmu choroby, ktora do
niedawna byla uwazana za znacznie mniej skomplikowana. Poszerzyly one
rowniez zakres potencjalnych opcji terapeutycznych.

Zaburzenia cytoszkieletu tubulinowego sa roéwniez czesto obserwowane
w roznych chorobach neurodegeneracyjnych. Jak podsumowano w pracy Cyske et al.
(2023) Tubulin Cytoskeleton in Neurodegenerative Diseases-not Only Primary
Tubulinopathies. Cell Mol Neurobiol. 43(5):1867-1884 (Publikacja nr 6), naleza do
nich zarowno pierwotne tubulinopatie neurodegeneracyjne (spowodowane
mutacjami w genach kodujacych elementy mikrotubul, takie jak TUBA4A, TUBB2A
i TUBB3), jak i zaburzenia spowodowane réznymi patogennymi interakcjami miedzy

roznymi zwiazkami a cytoszkieletem. Takie dysfunkcje obserwuje si¢ zwtaszcza
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w ALS, AD, HD, chorobie Parkinsona (PD), i chorobach prionowych. Dysregulacja
genow kodujacych biatka zaangazowane w strukture i funkcje cytoszkieletu zostata
opisana w MPS. Co wazne, podczas neurodegeneracji zmiany w mikrotubulach
odnotowano zarowno w neuronach, jak i komorkach glejowych. Zrozumienie zasad
molekularnych mechanizmoéw zaburzen mikrotubul w tych chorobach prowadzi do
wniosku, ze ich korekta moze zlagodzi¢ progres choroby. W rezultacie, znalezienie
nowych celéw molekularnych dla potencjalnych lekéw moze sta¢ sie¢ mozliwe
w niedalekiej przysziosci. Szczegolnie interesujace s defekty mikrotubul
spowodowane albo niewlasciwymi modyfikacjami potranslacyjnymi czasteczek
tubuliny, ktore skutkuja wadliwym transportem wewnatrzkomorkowym, albo P-tau
i innymi patogennymi biatkami, takimi jak toksyczne formy PrP i huntingtyny, ktore
z kolei nasilaja tauopatie. Przerwanie takiej patogennej spirali (Rycina 1) moze by¢
atrakcyjna opcja terapeutyczng, a ostatnie eksperymenty na komorkowych
i zwierzecych modelach (HD i AD) sugeruja, ze takie podejScie moze by¢ skuteczne
w korygowaniu fenotypow dotknietych komorek i organizmdw.

A. Gléwne elementy

niewlasciwe modyfikacje potranslacyjne

Tauopatie
B. Mechanizm

niewlasciwe modyfikacje potranslacyjne
= colpumy

nieprawidlowos¢ tubuliny

Rycina 1. Gléwne elementy patogennej spirali wplywajacej na mikrotubule w réznych
chorobach neurodegeneracyjnych (A) oraz potencjalne podejscia terapeutyczne przerywajace

taka spirale i przywracajace homeostaze cytoszkieletu (B). Hiperfosforylowane biatko tau (P-
tau), bialko prionowe (PrP) lub zmutowana huntingtyna (mHTT) moga powodowac
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nieprawidltowosci tubuliny, co z kolei nasila tauopati¢. Proces ten jest dodatkowo
stymulowany przez niewlasciwe potranslacyjne modyfikacje tubuliny (tyrozynazacja,
acetylacja, poliglutamylacja i SUMOylacja wydaja si¢ by¢ najwazniejszymi modyfikacjami
tubuliny). W ten sposdb powstaje patogenna spirala (A). Aby przerwac te spirale i przywrdcic¢
homeostaze cytoszkieletu, mozna zaproponowac usunigcie P-tau, PrP lub mHTT, na przyklad
poprzez stymulacje procesu autofagii. Na podstawie Cyske et al. (2022), jednej z prac
wchodzacych w skfad osiagniecia habilitacyjnego.

Jednym ze sposobdw przerwania patogennej spirali jest indukcja procesu
autofagii. Autofagia, jako wysoce konserwatywny proces, we wszystkich komdrkach
eukariotycznych, funkcjonuje na niskim poziomie i aktywowana jest gléwnie przez
dzialanie rdéznych czynnikow zewnetrznych. Stymulacja autofagii zostala
zaproponowana jako obiecujaca strategia terapeutyczna w  chorobach
neurodegeneracyjnych zwigzanych z agregacja bialek (takich jak HD, AD, PD),
poniewaz stymulowane usuwanie tych toksycznych struktur moze przywroci¢
homeostaze komdrkowa. Nasuwa sie pytanie czy wykorzystujac stymulacje procesu,
mozna usunac¢ réwniez inne zlogi, w tym GAG? Hipoteze te zweryfikowatam
realizujac przez ostatnie 3 lata grant Preludium Narodowego Centrum Nauki, ktérego
bytam kierownikiem. Przetestowatam szereg naturalnych induktoréw autofagii pod
katem efektywnosci degradacji GAG w komdrkach pacjentow z MPS (Publikacja 7
i 8). Najnowsze doniesienia w temacie obejmowaly wykorzystanie fluoksetyny do
aktywagcji autofagii poprzez mechanizm zalezny od TFEB w mysim modelu MPS IIIA
czy modulacje aktywnosci mTOR w modelu Drosophila MPS VIL

Enzymatyczna terapia zastepcza nie jest w stanie skorygowac objawdéw ze
strony  centralnego  ukladu nerwowego. Dlatego tez  poszukiwanie
niskoczasteczkowych zwiazkdéw, zdolnych przekroczyé bariere krew-mozg, jest
niezwykle wazne dla neuronopatycznych form MPS. Badania nad wykorzystaniem
roznych form litu czy kwasu walproinowego sa udokumentowane dla szeregu
zaburzen: HD, AD, PD czy ALS. Co ciekawe weglan litu jest stosowany w leczeniu
nawracajacych zaburzen afektywnych. Niektorzy pacjenci otrzymywali lek przez

okres do 20 lat z minimalnymi dziataniami niepozadanymi. Walproinian jest

powszechnie stosowanym lekiem przeciwpadaczkowym w leczeniu napaddéw
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uogolnionych i czesciowych. Jest bezpieczny do stosowania zarowno u dorostych, jak
i u dzieci w wieku powyzej trzech lat. Kwas walproinowy (VPA) wykazuje kilka
mechanizmow dziatania, obejmuja one hamowanie deacetylazy histonowej, dziatanie
przeciwzapalne i wlasciwosci neuroprotekcyjne. Moze rowniez dziataé poprzez
indukcje autofagii. Podobnie chlorek litu (LiCl), moze wywiera¢ dziatanie
terapeutyczne w stanach neurodegeneracyjnych, poprzez neuroprotekcje, wtasciwosci
przeciwzapalne i modulacje autofagii. W pracy Gaffke et al. (2023) Therapeutic
potential of lithium chloride and valproic acid against neuronopathic types of
mucopolysaccharidoses through induction of the autophagy process. Arch Biochem
Biophys. 109754. doi: 10.1016/j.abb.2023.109754. (Publikacja nr 7) zauwazylam
zwiekszona biogeneze lizosomoéw oraz zmiany w poziomach biatek markerowych,
a mianowicie zmniejszony poziom p62 i fosfo-TFEB (Ser122) oraz zwigkszony poziom
LC3-II. Oznaczenia poziomu siarczanu heparanu potwierdzono takze za pomoca
chromatografii cieczowej z tandemowgq spektrometria mas. Oba badane zwiazki
(VPA i LiCl) sa skuteczne w obnizaniu poziomu GAG, co jest zwiazane ze
stymulacja procesu autofagii. Wraz z innymi niedawnymi doniesieniami wskazuje
to, ze stymulacja autofagii moze by¢ uwazana za obiecujaca opcje terapeutyczna dla
neuronopatycznych postaci MPS.

Niestety, wigkszos¢ silnych egzogennych aktywatordéw autofagii jest szkodliwa
dla komorek, gdy jest stosowana przez dlugi czas, dlatego nie sa one odpowiednimi
kandydatami do leczenia chorob genetycznych. Dlatego skupiono sie na naturalnych
zwigzkach, ktore sa bezpieczne dla pacjentéw do diugotrwatego stosowania i ktdre
skutecznie stymuluja autofagie. W pracy Rintz ef al. (2023) Activities of
(Poly)phenolic Antioxidants and Other Natural Autophagy Modulators in the
Treatment of Sanfilippo Disease: Remarkable Efficacy of Resveratrol in Cellular and
Animal Models. Neurotherapeutics. 20(1):254-271 (Publikacja 8) przetestowano
szereg zwiazkow: kapsaicyne, kurkuming, resweratrol, kalcytriol oraz trehaloze.
Najbardziej obiecujacy z kandydatow - resweratrol zostal wytypowany do dalszych

badani, juz na modelu mysim (MPS IIIB). Poziomy GAG w moczu zostaly
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znormalizowane u myszy z MPS IIIB leczonych zwigzkiem w dawce 50 mg/kg/dzien
przez 12 tygodni lub dluzej. Testy behawioralne wykazaly catkowita korekte
nadpobudliwosci i leku u tych zwierzat. Analizy biochemiczne wykazaty, zZe
podawanie resweratrolu powodowalo stymulacje autofagii poprzez szlak niezalezny
od kinazy mTOR w tkankach myszy z MPS IIIB. Wyniki te wskazuja na potencjalne
zastosowanie resweratrolu (i prawdopodobnie innych stymulatorow autofagii)
w leczeniu choroby Sanfilippo. Co ciekawe obiecujace wyniki uzyskano dla innych
lizosomalnych chorob spichrzeniowych (do ktorych zaliczamy MPS) - w chorobie
Battena, Gaucher’a czy Pompego. Jednakze w tych przypadkach mechanizm dziatania
pozostaje niejasny lub autorzy wskazuja na wiasciwosci przeciwutleniajace
resweratrolu. Neuroprotekcyjne wlasciwosci resweratrolu zostaly potwierdzone
w modelach AD, gdzie wykazano, ze poprawia on procesy pamigciowe, a takze
zwigksza przezywalnos¢ komodrek poprzez stymulacje komodrek pamieci.
Podsumowujac, dziatanie resweratrolu, podobnie zreszta jak pozostatych induktoréw
autofagii, moze by¢ rézne w réznych lizosomalnych chorobach spichrzeniowych i jest
to temat warty dalszej eksploragji.

Uzyskane przeze mnie wyniki badan przedstawione w ramach mojego
osiggniecia habilitacyjnego wykonywane byly w ramach realizacji 2 projektow
grantowych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki:

o Opus 13 ,Zmiany w procesach komorkowych jako kluczowe defekty

w patogenezie  dziedzicznych  chorob  metabolicznych z  grupy

mukopolisacharydoz” - gléwny wykonawca (kierownik projektu: prof. dr hab.

Grzegorz Wegrzyn)

o Preludium 15 ,Stymulacja réznych szlakéw indukcji autofagii w aspekcie

efektywnosci degradacji glikozoaminoglikanéw w neuronopatycznych typach

mukopolisacharydoz” - kierownik projektu
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Podsumowanie

Badania, ktore wykonatam w ciggu ostatnich 2 lat (na przetomie 2021-2023), z ktérych

sktada sie moje osiagniecie habilitacyjne, wskazuja, ze:

powazne zaburzenia metaboliczne obserwowane w komdrkach MPS moga
czeSciowo wynika¢ ze zmian w ekspresji wielu gendw kodujacych biatka
zaangazowane w procesy metaboliczne;

produkgja bialek kodowanych przez geny zaangazowane w regulacje ekspresji
wielu innych genow, u pacjentow z MPS, jest znacznie zaburzona — dotyczy to
m.in. bialek odpowiedzialnych za transdukcje sygnalu (NOTCHS3), inicjacje
transkrypcji (HOXC9), splicing (SRSF10), degradacje RNA (EXOSC9)
i translacje (RPL23);

zmiany w organellach w komoérkach MPS moga wynikac z rozregulowania
ekspresji szeregu genoéw zaangazowanych w strukture i funkcje organelli;
zmiany w transporcie pecherzykowym moga w znacznym stopniu przyczyniac
si¢ do mechanizmu zwigkszonej akumulacji GAG w komdrkach MPS;

istniejg znaczace zmiany w ekspresji genéw i poziomach biatek zwigzanych
z cytoszkieletem aktynowym i adhezjg ogniskowa;

zastosowanie chlorku litu, kwasu walproinowego czy resweratrolu prowadzi

do indukgdji procesu autofagii i moze by¢ skuteczne w leczeniu MPS.

Wszystkie wykryte przeze mnie zmiany stanowia z jednej strony dodatkowy element

patogenezy MPS, a z drugiej wykazuja silny potencjat jako cele terapeutyczne.

Jednakze warto pamiegtaé, ze uzyskiwano czesciowa korekcje, co moze wskazywad na

koniecznos$¢ zastosowania terapii laczonej, wykorzystujacej eliminacje GAG wraz

zwplywem na dodatkowe elementy (np. zaburzenie cytoszkieletu aktyny).

Alternatywnie mozna wykorzysta¢ stymulacje procesu autofagii, ktéry jak

potwierdzitlam, moze by¢ z powodzeniem wykorzystany do usuwania ztogéw GAG

u pacjentow.
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[4d] Pozostale osiagniecia naukowe

Kandydat do stopnia doktora habilitowanego powinien wykazac si¢ wiecej niz
jednym osiagnieciem naukowym (art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. -
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, Dz. U. 2018 poz. 1668, z pdzniejszymi
zmianami), dlatego chcialabym przedstawi¢ moje pozostale osiagniecia naukowe.
Generalnie mozna je podzieli¢ na dwa gléwne nurty eksperymentalne: badania
mikrobiologiczne (powiazanie procesu replikacji DNA z metabolizmem
komoérkowym i wykorzystanie bakteriofagéw) oraz badania na organizmach
eukariotycznych (poszukiwanie nowych elementéw patogenezy oraz strategii
terapeutycznych dla chordb neurodegeneracyjnych).

Juz na drugim roku studiéw (kierunek Biologia na Uniwersytecie Gdanskim)
wiedziatam, Ze swojq przyszlo$¢ pragne zwigza¢ z badaniami molekularnymi.
Udatam sie wowczas do prof. dr hab. Tadeusza Kaczorowskiego w sprawie
mozliwosci nauki pracy laboratoryjnej. Pomimo braku istnienia kota naukowego,
zostalam zaangazowana w aktualne prace Katedry Mikrobiologii. Pod opieka
owczesnej doktorantki mgr inz. Aleksandry Stefanskiej zapoznalam sie
z podstawowymi  technikami  laboratoryjnymi: = metodami  hodowlanymi,
elektroforeza, standardowym klonowaniem DNA czy oczyszczaniem bialek
zuzyciem chromatografii powinowactwa. Wszystkie z powyzszych metod
zastosowalam z powodzeniem podczas realizacji pracy magisterskiej ,,Zastosowanie
biatek bioragcych udziat w procesie rekombinacji homologicznej Pyrococcus wosei do
optymalizacji ukladéw simplex i multiplex PCR”, ktéra wykonywatam w ramach
realizacji projektu “Exgenome molecular enzymes” (7 Program Ramowy Unii
Europejskiej) (Publikacja I).

Podczas studidow doktoranckich, z przyczyn ode mnie niezaleznych,
pracowatam w 3 réznych grupach badawczych. Doswiadczenie to nie wplyneto
negatywnie na efektywnos¢ mojej pracy, wrecz przeciwnie, z kazdej wspodtpracy
wyniostam nowe umiejetnosci, ktére dodatkowo owocowaly publikacjami

naukowymi. W zespole dr Moniki Glinkowskiej (obecnie dr hab.) doskonalitam




20

warsztat hodowlany, nabylam kolejne kompetencje w postaci umiejetnosci izolacji
RNA i oceny jego jakosci do badan transkryptomicznych. WykazaliSmy, ze zmiany
w komorce, zwigzane z zaburzeniem réznych enzymdéw metabolizmu, wptywaja na
kontrole inicjacji replikacji (Publikacja II). Ponadto wraz z dr Monika Maciag-
Dorszyniska odkryliSmy, ze r6zne metabolity moga thumi¢ wplyw mutacji w réznych
genach replikacji Escherichia coli na wzrost bakterii czy morfologie komorek. Stanowi
to dowod na to, ze w powigzaniu centralnego metabolizmu wegla z replikacja
posrednicza metabolity, a nie bezposrednie interakcje biatko-biatko (Publikacja III).
W tamtym czasie bylam wykonawca 2 grantow finansowanych przez Narodowe
Centrum Nauki (Harmonia 2: Korelacja pomiedzy kontrolg replikacji chromosomu
Escherichia coli a stanem fizjologicznym komdrek bakterii; 2012/04/M/NZ2/00122 -
kierownik prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn; Preludium 3: Analiza zaleznosci miedzy
replikacja DNA, centralnym metabolizmem wegla oraz cyklem komorkowym u Escherichia coli;
2012/05/N/NZ1/00535 - kierownik dr Monika Maciag-Dorszynska). Wystapienie ,, An
interplay between central carbon metabolism and DNA replication control” zostalo
uhonorowane wyroznieniem na konferencji Wplyw Mtlodych Naukowcéw na
Osiagniecia Polskiej Nauki.

W drugim zespole badawczym doskonalitam umiejetnos¢ konstruowania
mutantéw. Stworzylam ich kilkanascie oraz moje eksperymenty stanowily wyniki
wstepne do zlozenia wniosku grantowego (Sonata 12: Molekularne mechanizmy
wzajemnej korelacji proceséw odpowiedzi stresowych, replikacji DNA i metabolizmu
u Escherichia coli; 2016/23/D/NZ1/02601 - kierownik dr Monika Maciag-Dorszyniska).
Cze$¢ wynikoéw zostala przedstawiona w Publikacji nr III. Dodatkowo izolowatam
DNA w réznych warunkach hodowlanych i przeprowadzalam analizy ilosciowego
PCR w czasie rzeczywistym do oceny statusu replikaci DNA (stosunek
origin/terminus) w mutantach replikacyjnych, metabolicznych i replikacyjno-
metabolicznych.

I. Stefanska A, Gaffke L, Kaczorowska AK, Plotka M, Dabrowski S,

Kaczorowski T. (2016) Highly thermostable Rad A protein from the archaeon
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Pyrococcus woesei enhances specificity of simplex and multiplex PCR
assays. | Appl Genet. 57(2):239-249.

II. Tymecka-Mulik ], Boss L, Maciag-Dorszyniska M, Matias Rodrigues JF,
Gaffke L, Wosinski A, Cech GM, Szalewska-Patasz A, Wegrzyn G,

Glinkowska M. (2017) Suppression of the Escherichia coli dnaA46 mutation
by changes in the activities of the pyruvate-acetate node links DNA
replication regulation to central carbon metabolism. PLoS One.
12(4):e0176050.

III.  Krause K, Maciag-Dorszynska M, Wosinski A, Gaffke L, Morcinek-

Ortowska J, Rintz E, Bielanska P, Szalewska-Patasz A, Muskhelishvili G,
Wegrzyn G. (2020) The Role of Metabolites in the Link between DNA
Replication and Central Carbon Metabolism in Escherichia coli. Genes
(Basel).11(4):447.
Warto nadmieni¢, ze nie wszystkie publikacje powstaly w okresie, kiedy bylam
integralng czescia danego zespotu. Oczyszczatam biatko, ktore uleglo degradacii,
bedac juz doktorantka I roku studiéow doktoranckich. Wykorzystatam wtedy nowe
podejscie, wspodltpracujac Scisle z dr Michalem Mietusem, specjalista w zakresie
oczyszczania biatek. Natomiast doswiadczenia do pracy z 2020 roku wykonywatam
na IV roku studiow doktoranckich.

Wreszcie trafitam do grupy prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna poszukujacej
markeréw chorobowych i potencjalnych terapii na rézne choroby genetyczne, ze
szczegdlnym uwzglednieniem choréb neurodegeneracyjnych. Zmiana modelu
badawczego niejako ‘zmusita mnie’ do przyswojenia kolejnych umiejetnosci
i rozpoczecia realizacji pracy doktorskiej od nowa, na III roku studiéw doktoranckich.
Wyniki badan, przeprowadzonych na modelach dwoch chordb, AD (Publikacja IV)
i HD (Publikacja V i VI), wyraznie wskazaly na obnizenie poziomu nagromadzonych
toksycznych form biatek. Ponadto testy behawioralne wykazaty, ze chore zwierzeta

leczone genisteing sa nie do odrdznienia od zwierzat zdrowych. Badania te wskazuja
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na genisteing jako potencjalny lek poprzez stymulacje procesu autofagii (Publikacja

VIIi VIII).

IV.

VL

VIL

VIIL

Pierzynowska K, Podlacha M, Gaffke L, Majkutewicz I, Mantej ], Wegrzyn

A, Osiadly M, Myslinska D, Wegrzyn G. (2019) Autophagy-dependent
mechanism of genistein-mediated elimination of behavioral and

biochemical defects in the rat model of sporadic Alzheimer's disease.

Neuropharmacology. 148:332-346.

Pierzynowska K, Gaffke L, Cyske Z, Wegrzyn G. (2019) Genistein induces
degradation of mutant huntingtin in fibroblasts from Huntington’s disease

patients. Metabolic Brain Disease, 34:715-720.

Pierzynowska K, Gaffke L, Ha¢ A, Mantej ], Niedziatek N, Brokowska ],
Wegrzyn G. (2018) Correction of Huntington’s disease phenotype by
genistein-induced autophagy in the cellular model. Neuromolecular Medicine.
20:112-123.

Pierzynowska K, Gaffke L, Cyske Z, Michat Puchalski, Estera Rintz, Michat

Bartkowski, Marta Osiadly, Michat Pierzynowski, Jagoda Mantej, Ewa
Piotrowska, Wegrzyn G. (2018) Autophagy stimulation as a promising
approach in treatment of neurodegenerative diseases. Metabolic Brain
Disease. 33:989-1008.

Pierzynowska K, Gaffke L, Podlacha M, Brokowska J, Wegrzyn G. (2020)

Mucopolysaccharidosis and autophagy: controversies on the contribution of
the process to the pathogenesis and possible therapeutic applications.

Neuromolecular Medicine. 22:25-30.

Efektem prowadzonych badan naukowych w tej tematyce jest patent przyznany przez

Urzad Patentowy RP.

Dane patentu:

Wegrzyn G, Gaffke L, Pierzynowska K, Podlacha M, Mysliniska D, Majkutewicz I

(2021) Genisteina do zastosowania do leczenia choroby Alzheimera (ang. Genistein

and its composition to be used in treatment of Alzheimer disease)
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numer patentu: 237739, data udzielenia prawa: 17 maja 2021 r.

Po zapoznaniu z podstawowymi technikami pracy wykorzystywanymi
w laboratorium komorkowym - hodowle komorkowe, testy zywotnosci, Western-
blotting, czy wyciszanie ekspresji genow, mdj warsztat eksperymentalny umozliwit
mi realizacje kolejnych projektow naukowych. Dodatkowo czerpatam ze zdobytych
juz umiejetnosci - opracowatam metody izolacji odpowiedniej jakosci RNA do badan
transkryptomicznych, z komorek eukariotycznych, roslin (w ramach wykonania
ekspertyzy dla Ministerstwa Klimatu i Srodowiska) czy tkanek zwierzecych.
Wykorzystatam te wiedze do przygotowania prob i analiz poziomu ekspresji genow.
Jako gléwny wykonawca projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki
(OPUS 13: Zmiany w procesach komorkowych jako kluczowe defekty w patogenezie
dziedzicznych chordb metabolicznych z grupy mukopolisacharydoz; 2017/25/B/NZ2/00414 -
kierownik prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn) jestem wspdtautorem/autorem wiodacym
ponad 30 publikadji, z czego 4 weszly w sktad mojej rozprawy doktorskiej. Rozprawa
ta zdobyla wyroéznienie nie tylko Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne, prace te
weszly w sklad cyklu publikacji nagrodzonego przez Rektora Uniwersytetu
Gdanskiego (Nagroda Zespolowa I stopnia). Zdobytam rowniez Nagrode Naukowa
Gdanskiego Towarzystwa Naukowego i Prezydenta Miasta Gdanska dla mtodych
pracownikow nauki za rok 2021 w Wydziale II Nauk Biologicznych i Medycznych.
W tym czasie réwnolegle bytam kierownikiem 3 wiasnych projektow naukowych: 2
dla mtodych naukowcow finansowanych przez Wydzial Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego i 1 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (Preludium 15,
ktorego wyniki czesciowo weszly w sktad mojego osiagniecia habilitacyjnego). Wyniki
badan przeprowadzonych w ramach grantu Preludium przedstawiatam na kilku
konferencjach naukowych, krajowych i miedzynarodowych. Zdobyty one szerokie
uznanie, o czym $wiadczy przyznana Nagroda im. prof. W. Szybalskiego na 3.
Kongresie Bio-nauki Polskiej BIO2018. W ramach grantu OPUS 13 zakupiono system
do automatycznej detekgji biatek. Ze wzgledu na fakt, ze byt to pierwszy egzemplarz

w Polsce, staliSmy sie krajowq jednostka referencyjna. Od momentu zakupu sprzetu
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tj. 2018 roku jestem jego gtownym uzytkownikiem, a takze osobg odpowiedzialng za

szkolenie indywidualne kazdej osoby pragnacej z niego skorzystac.

W wyniku wspotpracy z lekarzami czesto otrzymujemy materiat do badan od

roznych pacjentdw, najczesciej w postaci krwi, co zaowocowato opisami przypadkdéw

(Publikacje IX-XI). Przygotowano réwniez przeglad literatury, ktéry wskazuje

trudnosci w diagnostyce MPS (Publikacja XII) i zaproponowano optymalizacje opieki

dla pacjentéw z zastosowaniem wielodyscyplinarnego podejscia dla poprawy jakosci

zycia pacjentow z chorobg Sanfilippo (Publikacja XIII).

IX.

XL

XIIL

XIII.

Pierzynowska K, Manski A, Limanowka M, Wierzba J, Gaffke L, Anikiej P,

Wegrzyn G. (2020) Untypically mild phenotype of a patient suffering from
Sanfilippo syndrome B with the c.638C>T/c.889C>T
(p.Pro213Leu/p.Arg297Ter) mutations in the NAGLU gene. Mol Genet
Genomic Med. 8(9):e1356.

Anikiej-Wiczenbach P, Manski A, Milska-Musa K, Limanowka M, Wierzba

J, Jamsheer A, Cyske Z, Gaffke L, Pierzynowska K, Wegrzyn G. (2022)
Highly diverse phenotypes of mucopolysaccharidosis type IIIB sibling
patients: effects of an additional mutation in the AUTS2 gene. | Appl Genet.
63(3):535-542.

Kujawa M]J, Swie;tori D, Wierzba ], Grzywinska M, Budzilo O, Limanéwka
M, Pierzynowska K, Gaffke L, Grabowski L, Cyske Z, Rintz E, Rabalski t,

Kosinski M, Wegrzyn G, Manski A, Anikiej-Wiczenbach P, Ranganath L,
Piskunowicz M. (2023) Clinical presentation of 13 children with
alkaptonuria. | Inherit Metab Dis. 2023 Jul 3. doi: 10.1002/jimd.12647. Epub
ahead of print.

Wisniewska K, Wolski J, Gaffke L, Cyske Z, Pierzynowska K, Wegrzyn G.

(2022) Misdiagnosis in mucopolysaccharidoses. | Appl Genet. 63(3):475-495.

Cyske Z, Anikiej-Wiczenbach P, Wisniewska K, Gaffke L, Pierzynowska K,

Manski A, Wegrzyn G. (2022) Sanfilippo Syndrome: Optimizing Care with

a Multidisciplinary Approach. | Multidiscip Healthc. 2022. 15:2097-2110.
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Aktualnie dysponuje szerokim wachlarzem umiejetnosci laboratoryjnych,
ktory wykorzystuje w codziennej pracy i staram si¢ go ciagle rozwija¢. Mimo, ze
pracuje w zespole badajacym choroby genetyczne, nie zamykam si¢ na mozliwosci
pracy na innych modelach czy szeroko pojetej wspotpracy. Opracowywanie nowych
procedur to co$ z czym mierze sie na co dzien, czesto uczac sie na wlasnych btedach
(jak na eksperymentatora przystalo). W ostatnim czasie, z wykorzystaniem techniki
Northern-blotting, przeprowadzilam eksperymenty z mutantem pozbawionym czesci
genu hfg, a uzyskane wyniki sugeruja, ze region ten moze by¢ zaangazowany
w regulacje ekspresji opornosci na antybiotyki u E. coli. (Publikacja XIV). Problem
lekoopornosci zostal poruszony rowniez w pracach przegladowej i metodologicznej
(Publikacja XV i XVI) oraz sprawdzono aktywno$¢ miedzy innymi
przeciwbakteryjng, zwiazkéw wytwarzanych przez nowo wyizolowane szczepy
Streptomyces (Publikacja XVII).

XIV.  Gaffke L, Kubiak K, Cyske Z, Wegrzyn G. (2021) Differential Chromosome-

and Plasmid-Borne Resistance of Escherichia coli hfq Mutants to High
Concentrations of Various Antibiotics. Int | Mol Sci. 22(16):8886.
XV.  Grabowski t, Gaffke L, Pierzynowska K, Cyske Z, Choszcz M, Wegrzyn G,

Wegrzyn A. (2022) Enrofloxacin-The Ruthless Killer of Eukaryotic Cells or
the Last Hope in the Fight against Bacterial Infections? Int | Mol Sci.
23(7):3648.

XVI.  Kubiak K, Gaffke L, Pierzynowska K, Cyske Z, Grabowski 1, Kosznik-
Kwasnicka K, Jaroszewicz W, Wegrzyn A, Wegrzyn G. (2022) Determination
of Effects and Mechanisms of Action of Bacterial Amyloids on Antibiotic
Resistance. Methods Mol Biol. 2538:189-205.

XVII.  Jaroszewicz W, Bielaniska P, Lubomska D, Kosznik-Kwasnicka K, Golec P,
Grabowski L, Wieczerzak E, Drozdz W, Gaffke L, Pierzynowska K,

Wegrzyn G, Wegrzyn A. (2021) Antibacterial, Antifungal and Anticancer

Activities of Compounds Produced by Newly Isolated Streptomyces Strains
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from the Szczelina Chochotowska Cave (Tatra Mountains, Poland).

Antibiotics (Basel). 10(10):1212.

Do pozostatych projektdéw, ktorych jestem wykonawca naleza:

@)

,~Molekularne mechanizmy stymulacji autofagii przez genisteing oraz jej efekty

komorkowe i fizjologiczne w chorobie Huntingtona”, Opus 19, Narodowe
Centrum Nauki;
,Molekularny mechanizm zaburzen ferroptozy w mukopolisacharydozie typu
I oraz ich wplyw na przebieg choroby”, Sonata 18, Narodowe Centrum Nauki;
,Mechanizm degradacji glikozoaminoglikanéw pod wplywem resweratrolu
w mysim modelu neuronopatycznej choroby z grupy mukopolisacharydoz”,
Preludium 18, Narodowe Centrum Nauki;

~Wplyw eksperymentalnej terapii z uzyciem modulatorow autofagii, na
procesy zapalne w uktadzie obwodowym i osrodkowym ukiadzie nerwowym
podstawowych odmian NBIA” (PKAN, BPAN, MPAN, PLAN), Fundacja NBIA
Polska;

,Genisteina w chorobie Alzheimera - badania na modelach zwierzecych”,
Fundacja ORLEN);

,Biologiczne badania efektywnosci i bezpieczenistwa terapii fagowej na
modelu zakazen kurczat wywotanych szczepami Salmonella”, Opus 14,
Narodowe Centrum Nauki;
wspolpraca z prof. Andriyem Sibirnym: okreslenie roli wybranych genéw
w procesie autofagii i zbadanie réznic pomiedzy komoérkami drozdzowymi
i ludzkimi w tym aspekcie - opis w rozdziale [5];
wspotpraca z prof. Gregory’'m Konatem: okreslenie roli zmian w ekspres;ji

gendw zaangazowanych w proteostaze podczas indukcji obwodowego stanu

zapalnego u myszy - opis w rozdziale [5].
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[4e] Dalsze plany badawcze

Moja dalsza kariera naukowa nierozerwalnie bedzie zwigzana z realizacja
projektéw, ktoére zostaly wymienione w poprzednim punkcie. Przede wszystkim
skupie si¢ na dalszym eksplorowaniu indukcji procesu autofagii w rdznych
jednostkach chorobowych. Dodatkowo wyniki wstepne, czesciowo uzyskane przeze
mnie, staly si¢ podwaling niedawno przyznanego projektu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki: ,Molekularny  mechanizm  zaburzen  ferroptozy
w mukopolisacharydozie typu I oraz ich wplyw na przebieg choroby”. Planujemy okresli¢
doktadne sciezki molekularne, prowadzace do zaobserwowanej podczas badan
wstepnych, obnizonej efektywnosci ferroptozy w MPS 1. Zbadamy takze mechanizm
ferroptozy zaleznej od autofagii (ang. autophagy-dependent ferroptosis), ktory
stanowi nowe, niedawno opisane zagadnienie. Podczas przygotowania rewizji
Publikacji 7, wchodzacej w sktad osiagniecia habilitacyjnego, nawigzatam wspotprace
z prof. dr hab. Hanna Mazur-Marzec. Przeprowadzitam analize poziomu siarczanu
heparanu w komorkach fibroblastéw, wedlug autorskiej procedury. Chromatografia
cieczowa z tandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS) najczesciej jest
wykorzystywana do analiz GAG z tkanek czy moczu. Co ciekawe, niektdre oznaczenia
disacharydéw przeprowadzone w oparciu o tryb monitorowania wielu reakcji (MRM)
i opisane w literaturze opieraja si¢ tylko na jednym przejsciu, budzac watpliwosci co
do wiarygodnosci identyfikacji zwiazku. Otrzymane rezultaty skianiaja nas do
dalszych badan i przygotowania publikacji metodycznej w tym zakresie.

W zwiazku z nawigzaniem wspotpracy z Fundacja NBIA Polska, posiadamy
spora kolekgje linii komdrkowych, pobranych od pacjentéw z réznymi odmianami
encefalopatii zwigzanej z odkladaniem si¢ zelaza w modzgu (Neurodegeneration with
brain iron accumulation, NBIA). Obecnie jesteSmy w trakcie realizacji projektu , Wplyw
eksperymentalnej terapii z uzyciem modulatordw autofagii, na procesy zapalne w uktadzie

obwodowym i osrodkowym uktadzie nerwowym podstawowych odmian NBIA”. Uzyskujemy

satysfakcjonujace rezultaty pod wplywem testowanej terapii.
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Niestety, podobnie jak w przypadku mukopolisacharydoz, proces
diagnostyczny chordb nalezacych do tej grupy, jak i dostepne formy terapii sa dalekie
od ideatu. Fakt ten sktonil mnie do rozszerzenia tematu o kolejne watki badawcze. Po
pierwsze zbadatam w jaki sposdb zaburzona jest aktywnos¢ proteasomu u pacjentow,
a po drugie zauwazylam drastyczne zmiany w poziomie F-aktyny, gtownego
komponentu cytoszkieletu aktynowego. Oba spostrzezenia zachecily mnie do
dalszych prac nad dodatkowymi elementami patogenezy choroby. Aktualnie jestem
w trakcie przygotowania wniosku grantowego do Narodowego Centrum Nauki,
w ktérym podejme sie proby zglebienia patogenezy i mechanizmu dzialania
wybranych substancji na wykryte zmiany.

W celu realizacji tego projektu zakladam nawiazanie co najmniej 2 nowych
wspolprac naukowych, ktére zapewnig mi mozliwos¢ dalszego rozwoju oraz poszerza
zakres umiejetnosci (od zawsze czulam si¢ w laboratorium jak przystowiowa ryba
w wodzie). Po pierwsze integralna czescia beda wyskoprzepustowe analizy, tym
razem planuje poszerzy¢ swoje kompetencje o analize danych proteomicznych.
Dodatkowo chciatabym nawigza¢ wspolprace z NBIAcure. Wraz z NBIA Disorders
Association i firmg OzGene, opracowali model myszy (PKAN Knock-In Mice; jeden
zrodzajow NBIA), dzigki ktdrej mozemy "wlaczy¢" zmiane genetyczna tylko
w okreslonych tkankach, takich jak watroba lub mdzg. Bytaby to nieoceniona pomoc
przy badaniach patomechanizmu choroby, szczegdlnie w sytuacji, kiedy nie ma
dobrego modelu badawczego, pod wzgledem objawoéw wystepujacych u pacjentow.
W niedalekiej przyszlosci zamierzam odby¢ szkolenie, zapewniajace pelna
samodzielnos¢ do pracy ze zwierzetami (od planowania eksperymentéw do

usmiercania). Z jednej strony wplynie to pozytywnie na rozwoj mojego warsztatu

eksperymentalnego, a z drugiej umozliwi realizacje planow badawczych.
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[5] Informacja o wykazywaniu sie istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegOlnoSci zagranicznej.

Moja dotychczasowa dziatalno$¢ badawcza prowadzitam nie tylko w obrebie
jednostki macierzystej, lecz takze na Uniwersytecie Zachodniej Wirginii oraz
w Instytucie Biologii Komorki Ukrainskiej Akademii Nauk we Lwowie.

Odbytam miesieczny staz naukowy w Uniwersytecie Zachodniej Wirginii
w Morgantown (USA; NAWA, program Prom). Prof. Gregory Konat opracowat model
badawczy imitujacy obwodowe zakazenie wirusowe oraz jego wpltyw na funkcje
osrodkowego ukladu nerwowego. Celem mojej pracy bylo okreslenie czy sa
aktywowane przez PIC (kwas poli-inozylowo-cytydynowy) inne procesy komorkowe
(niz juz opisane) i czy moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju objawdw nasilajacych
odpowiedZz mdzgowa w przypadku infekcji obwodowych. WskazaliSmy na liczne
zmiany w ekspresji gendw odpowiadajacych za proteostaze. Manuskrypt
z uzyskanych wynikéw jest w trakcie przygotowywania.

Wspotpraca z grupa prof. Andriya Sibirnego (Ukraina) dotyczy badania
procesu autofagii. To polaczenie eksperymentéw przeprowadzanych na drozdzach
i komorkach ludzkich. Odbytam kilka wizyt krotkoterminowych we Lwowie
w ramach wspdtpracy, ktora doprowadzita do uzyskania wspdlnego projektu
grantowego , Identification of genes involved in autophagic degradation of soluble
proteins in yeast and human cells” (2019-2022). Okazalo si¢, ze gen drozdzy
Komagataella phaffii, kodujacy [-1,6-N-acetylglukozoaminylotransferaze, pelni istotna
role w zaleznej od autofagii degradacji bialek cytoplazmatycznych
i peroksysomalnych. U czlowieka sq 3 geny kodujace podobny produkt: GCNT?2,
MGATS5 oraz SP1. Wyciszylam ich ekspresje, lecz nie wplyneto to na efektywnosc¢
procesu autofagii. By¢ moze nie ma analogicznego procesu w komorkach ludzkich
badz dopiero wyciszenie wszystkich genéw w jednym czasie skutkowaloby
uposledzeniem procesu. Druga z hipotez wymaga dalszej weryfikacji. Omowione

rezultaty zostaly szczegdtowo opisane w pracy Zazulya et al. (2023) The Komagatella
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phaffii ACG1 gene, encoding B-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase, is involved in
the autophagy of cytosolic and peroxisomal proteins. Yeast. 40(8):367-376. Ze
wzgledu na prowadzenie prac badawczych zarowno na Uniwersytecie Gdanskim jak
i w Instytucie Biologii Komorki Ukrainskiej Akademii Nauk, w artykule tym

przypisane sa mi afiliacje obu tych jednostek naukowych.

[6] Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

[6a] Informacja o osiagnieciach dydaktycznych

Od poczatku studiéw doktoranckich (2014) prowadze zajecia dydaktyczne dla
studentow kierunkéw: Ochrona érodowiska, Biologia, Biologia medyczna, Genetyka
i biologia eksperymentalna na Wydziale Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.
Prowadzitam nastepujace kursy:

1) Mikrobiologia (kierunek: Ochrona Srodowiska);

2) Biologia molekularna z biotechnologia (kierunek: Biologia);

3) Technologie informacyjne (kierunek: Biologia);

4) Neurofizjologia molekularna (kierunek: Genetyka i biologia eksperymentalna);

5) Propedeutyka choréb wewnetrznych (kierunek: Biologia medyczna);

6) Seminarium (kierunek: Biologia, Biologia medyczna, Genetyka i biologia

eksperymentalna);
7) Pracownia dyplomowa (kierunek: Biologia, Biologia medyczna, Genetyka

i biologia eksperymentalna).

Od pierwszego roku studiow doktoranckich poglebiam swoje umiejetnosci
dydaktyczne, poczawszy od III Ogolnopolskiej Konferencji Dydaktyki Akademickiej
Ideatorium, ktorej bytam aktywnym uczestnikiem. Warto dodag¢, ze do prowadzonych
przedmiotow przygotowatam wtasne materiaty dydaktyczne w postaci skryptow.

W wyniku prowadzonych przeze mnie przedmiotéw studenci nabywali kompetencje
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od hodowli bakteryjnych, przez szeregi biochemiczne, klonowanie, po hodowle
komorek eukariotycznych. Wprowadzitam innowacyjne podejscie do przedmiotu
Technologie informacyjne, przygotowujac klonowanie ‘in silico’, co spotkato sie
zduzym zainteresowaniem. Podobnie jak seminarium w module warsztatowo-
praktycznym, podczas ktdrego kazdy ze studentéw mial mozliwos¢ samodzielnie
pasazowa¢ komorki eukariotyczne. Od poczatku studidéw doktoranckich
opiekowatam si¢ osobami wykonujacymi prace dyplomowe czy odbywajacymi
praktyki studenckie (okoto 20 osob). Studenci ci otrzymywali za swoje osiagniecia
nagrody Rektora, czy odpowiednich Wiadz Miasta. Cztery z tych oséb kontynuowaty
nauke w Szkole doktorskiej, w tym jedna juz jest po nadaniu stopnia, a druga ma
wyznaczony termin obrony rozprawy doktorskiej. Opiekowalam sie takze
studentkami, ktore przyjechaly w ramach wspoélpracy z University of Houston
Downtown, Texas, USA. Jedna znich zostala laureatka za najlepszy komunikat
podczas konferencji The Molecular Basis of Infectious Diseases Retreat (Lopez-Lugo
S, Pierzynowska K, Gaffke L, Wegrzyn G: Changes in the cytoskeleton of
mucopolysaccharidosis (MPS) patients).

Od obrony rozprawy doktorskiej (ostatnie 2 lata) wypromowatam 5 licencjatéw
oraz 2 magistrow. Ponadto recenzowatam 5 innych prac dyplomowych. Mimo, ze
oficjalnie nie jestem promotorem pomocniczym zadnej rozprawy doktorskiej,
wspotpracuje czasowo z niemal kazdym doktorantem/studentem w naszym
laboratorium, zapewniajac odpowiednia jakos$¢ przeprowadzanych przez nas badan.
Aktywnie poszukuje nowych rozwigzan technicznych/metodycznych i udzielam
czestych konsultacji w zakresie zaadoptowania réznych metod do zapotrzebowania

eksperymentatora, nie tylko mtodszym pracownikom nauki.

[6b] Informacja o osiagnieciach organizacyjnych
Organizowatam konferencje naukowe:

e 4th Congress of Baltic Microbiologists, 2018, Gdansk, Polska

e II Konferencja Doktorantow Pomorza BioMed Session 2018, Gdansk, Polska
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e The last word belongs to microbes — Celebrating the 200th anniversary of the
birth of Louis Pasteur, 2022, Warszawa, Polska
Wykonatam ponad 50 recenzji artykutow wystanych do miedzynarodowych
czasopism naukowych (Metabolic Brain Disease, International Journal of Molecular
Science, Cells, Pharmacological Reports, Cell Biochemistry and Biophysics i inne). Pelnie
funkgje:
e Review Editor - Biomolecules
e Topical Advisory Panel Member - Biology
o Review Editor - Frontiers in Cellular Neuropathology
e Review Editor - Frontiers in Antibiotic Resistance and New Antimicrobial drugs
Petnitam/petnie rowniez funkcje na macierzystym Wydziale Biologii UG:
e Czlonek Sekcji Promocji Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdarniskiego (2020-
2023);

e Przewodniczacy komisji podczas obron prac dyplomowych (2022-2023)

[6c] Informacja o aktywnosciach popularyzujacych nauke

Od drugiego roku studiéw nalezalam do Studenckiego Kota Naukowego
Fizjologow ,Homunculus”, gdzie nie tylko prezentowatam wyniki na konferengji
Neuronus w Krakowie, ale od tamtej pory aktywnie jestem zaangazowana we
wszystkie wydarzenia popularnonaukowe: Dni Modzgu (od pierwszego
organizowanego jeszcze w Wyzszej Szkole Psychologii Spotecznej w Sopocie), Dni
Otwarte, Battycki Festiwal Nauki czy Noc Biologéw (2011 - obecnie). Lacznie
przeprowadzilam kilkadziesiat warsztatoéw/pokazéw, dotyczacych m.in. produkcji
naturalnych  kosmetykéw,  rodzajow  drobnoustrojow  czy  wlasciwosci
antybakteryjnych zywnosci. Dodatkowo asystowatam podczas cyklu zajeé¢ Czy mydto
zabija drobnoustroje? w gdanskim przedszkolu.

Badania, w ktérych uczestnicze odbijaja si¢ szerokim echem w mediach. Zdarza

mi sie rozmawiac z pacjentami, wyjasniajac potencjalne zastosowanie zwiazkow przez

nas badanych, w réznych chorobach neurodegeneracyjnych. Moja rola jako istotnego
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cztonka zespotu, zostata podkreslona w kilku artykulach prasowych. Udzielitam tez

krétkiej wypowiedzi do materialu emitowanego w programie Dzien dobry tu Gdansk.

[8] Podsumowanie kariery naukowej

Moje zainteresowania dotycza dwoch gléwnych nurtéw eksperymentalnych:
badan mikrobiologicznych oraz badan na organizmach eukariotycznych.

Jestem wspotautorka 61 artykuléw w czasopismach naukowych i 3 rozdziatow
w monografiach. Po uzyskaniu stopnia doktora opublikowanych zostato 37 z tych
artykutow, z czego 8 weszto w sktad mojego gléwnego osiagniecia habilitacyjnego.
Moje wyniki prezentowane byly na blisko 50 konferencjach i sympozjach krajowych
i miegdzynarodowych (wystapienia te zdobyly liczne nagrody m.in. Nagrode im. prof.
W. Szybalskiego). Podczas 3 wydarzen o zasiggu miedzynarodowym miatam
wystapienia ustne. Organizowatam 3 konferencje naukowe.

Uczestniczytam w realizacji 16 projektow badawczych finansowanych na
drodze konkurséw ogolnopolskich i europejskich (NCN, NCBiR, 7 Program Ramowy
Unii Europejskiej), w jednym w roli kierownika (Preludium, NCN). Dodatkowo
bytam kierownikiem 2 projektow i wykonawca kolejnych 4 projektow finansowanych
przez Uniwersytet Gdanski.

Odbytam staz naukowy w West Virginia University oraz 3 wyjazdy badawcze
(Ukraina). Pelnie funkcje Reviewer Editor dla: Biomolecules; Frontiers in Cellular
Neuropathology i Frontiers in Antibiotic Resistance and New Antimicrobial drugs oraz
Topical Advisory Panel dla Biology.

Wykonatam ponad 50 recenzji artykuléw wystanych do miedzynarodowych
czasopism naukowych (Metabolic Brain Disease, International Journal of Molecular
Science, Cells, Pharmacological Reports, Cell Biochemistry and Biophysics i inne).

Opiekowatam si¢ studentami wykonujacymi prace dyplomowe czy praktyki

studenckie, a takze uczestnikami wymian miedzynarodowych (okoto 20 0séb), ktorzy

zostali docenieni przez rézne gremia konkursowe.




34

Aktywnie uczestnicze w popularyzacji nauki - przeprowadzitam kilkadziesiat
warsztatow podczas wydarzen: Dni mézgu, Dni Otwarte, Baltycki Festiwal Nauki
czy Noc Biologow. Wspodtpracuje z Instytutem Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka,
Centrum Chorob Rzadkich Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz licznymi
organizacjami pacjentow (Fundacja Sanfilippo, Stowarzyszenie Chorych na
Mukopolisacharydoze i Choroby Rzadkie, Stowarzyszenie NBIA Polska).

Tematyka badan naszego zespotu czesto jest poruszana w réznych materiatach
prasowych czy telewizji (m.in. material emitowany w programie Dzien dobry tu
Gdansk).

Moje dane naukometryczne na dzien 19 wrzesnia 2023 r. przedstawiaja sie
nastepujaco:

o Indeks Hirsha: 15 (wg Scopus), 15 (wg WoS);
o Laczny Impact Factor: 278,245;
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