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1 Imie i nazwisko
Joanna Perfa-Kajan

2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajqcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.
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2006 — Doktor chemii w zakresie biochemii, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.
Tytut rozprawy doktorskiej: Wptyw N-homocysteinylacji na strukture i funkcje biatek
cztowieka. Kopromotorzy: prof. dr hab. Hieronim Jakubowski, prof. dr hab. Tomasz
Twardowski. Recenzenci: prof. dr hab. Andrzej Guranowski (Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu), prof. dr hab. Edward Bald (Uniwersytet todzki).

2001 — Magister biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Tytyut pracy
magisterskiej: Immunodetekcja podjednostek ferrytyny roslinnej w produktach translacji in
vitro. Promotor: prof. dr hab. Tomasz Twardowski. Recenzent: prof. dr hab. Ewa
Tomaszewska (Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu).

3 Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.
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2017-obecnie — Adiunkt w Katedrze Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu, Kierownik Zespotu Biochemii;

2015-2017 — Specjalista w Katedrze Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu;

2007-2009 — Post-doc w Department of Microbiology, Biochemistry and Molecular Genetics,
University of Medicine and Dentistry of New Jersey, New Jersey Medical School (obecnie
New Jersey Medical School, International Center for Public Health, Rutgers University),
Newark, USA;

2006-2014 — Starszy referent techniczny w Katedrze Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu;

2003 — Pieciomiesieczny staz w Department of Microbiology, Biochemistry and Molecular
Genetics, University of Medicine and Dentistry of New Jersey, New Jersey Medical School
(obecnie New lJersey Medical School, International Center for Public Health, Rutgers
University), Newark, USA;

2001-2006 — Studia doktoranckie w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

Przerwy w pracy naukowej:

Dwie przerwy zwigzane z przebywaniem na urlopach macierzynskich i wychowawczych, tacznie 27
miesiecy:



— 05.05.2009-21.09.2009 — pierwsza przerwa macierzynska;

— 22.10.2010-31.08.2012 — druga przerwa macierzynska.

4 Omowienie osiggnied, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85
z pozn. zm.). Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia
przedmiotowych osiggniec, jak i w sposob precyzyjny okreslac¢ indywidualny
wkfad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane osiggniecie jest dzietem
wspotautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu
cafej kariery zawodowej.

4.1 Tytut osiggniecia naukowego

Rola N-homocysteinylacji biatek w patomechanizmie zaburzen
zwigzanych z hiperhomocysteinemia i paraoksonazy 1 w ochronie
przed N-homocysteinylacja

4.2 Cykl powigzanych tematycznie artykutdw naukowych

W sktad osiggniecia naukowego wchodzi siedem publikacji eksperymentalnych i dwie publikacje
przeglagdowe. Jest to zbiér powigzanych tematycznie prac, ktére opisujg badanie roli N-
homocysteinylacji biatek w patomechanizmie zaburzeid zwigzanych z hiperhomocysteinemia oraz
badanie fizjologicznej funkcji paraoksonazy 1, enzymu hydrolizujgcego tiolakton homocysteiny. Prace
eksperymentalne wchodzace w skfad osiggniecia naukowego w pewnej mierze stanowig kontynuacije
badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej, w ktérej analizowatam wptyw N-homocysteinylacji
na strukture i funkcje biatek. Dwie publikacje eksperymentalne (nr 1, 3) i jedna publikacja
przegladowa (nr 2) zostaty zrealizowane w ramach projektu badawczego ,Proteomika ilosciowa w
drozdzowym modelu hiperhomocysteinemii” (Grant Opus, Narodowe Centrum Nauki), ktérego
bytam kierownikiem, natomiast praca eksperymentalna nr 4 zostata zrealizowana w ramach
kierowanego przeze mnie projektu badawczego wtasnego ,,Rola N-homocysteinylacji tropoelastyny w
procesie utraty elastycznosci naczyn krwionosnych w miazdzycy tetnic” (Projekt wtasny, MNiSzW).
Dwie z prac eksperymentalnych (nr 5, 6) powstaty czesciowo w oparciu o wyniki uzyskane podczas
realizacji rozprawy doktorskiej. We wszystkich dziewieciu publikacjach cyklu habilitacyjnego jestem
pierwszym autorem (w pracy nr 3 mdj wktad byt réwny z drugim autorem). W trzech pracach
eksperymentalnych (nr 1, 4 ,6) i w pracach przegladowych (nr 2, 5) jestem autorem
korespondencyjnym.

Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:

1. Perta-Kajan J &, Malinowska A, Zimny J, Cysewski D, Suszynska-Zajczyk J, Jakubowski H. &
Proteome-wide analysis of protein lysine N-homocysteinylation in Saccharomyces cerevisiae.
Journal of Proteome Research. 2021; 20: 2458-2476. doi: 10.1021/acs.jproteome.0c00937.

IF 4,466; MNiSW 100 pkt. Cytowania: 2 (Google Scholar), 2 (Scopus*), 1 (WoS)

Wkiad habilitantki: zaprojektowanie i koordynacja badan, udziat w analizach 2DE i
identyfikacji biatek metodg MS, przygotowanie biatek do analiz MS, analiza danych,



przygotowanie manuskryptu, witgczajgc ryciny i tabele, pozyskanie finansowania badan,
korespondencja z czasopismem i przygotowanie odpowiedzi na recenzje.

Perta-Kajan J 3, Jakubowski H. B2 Dysregulation of Epigenetic Mechanisms of Gene
Expression in the Pathologies of Hyperhomocysteinemia. Int J Mol Sci. 2019; 20: 3140. doi:
10.3390/ijms20133140. Praca przegladowa.

IF 5,923; MNiSW 100 pkt. Cytowania: 50 (Google Scholar), 40 (Scopus*), 36 (WoS)

Wkiad habilitantki: konceptualizacja pracy, zebranie literatury, napisanie pierwszej wersji
manuskryptu i wspétudziat w dalszych modyfikacjach, przygotowanie Ryc. 1 i Tabel 1,2,4 i S1,
pozyskanie finansowania badan, korespondencja z czasopismem.

Perta-Kajan J, Borowczyk K, Gtowacki R, Nygard O, Jakubowski H. B Paraoxonase 1 Q192R
genotype and activity affect homocysteine thiolactone levels in humans. FASEB J.
2018;32:6019-1024. doi: 10.1096/fj.201800346R.

IF 4,966; MNiSW 140 pkt. Cytowania: 21 (Google Scholar), 15 (Scopus*), 17 (WoS)

Wkiad habilitantki: pomiar aktywnosci paraoksonazowej i arylesterazowej PON 1, pomiar
poziomu biatka PON1, statystyczna analiza danych, przygotowanie Ryc. 2.

Perta-Kajan J, Utyro O, Rusek M, Malinowska A, Sitkiewicz E, Jakubowski H. & N-
Homocysteinylation impairs collagen cross-linking in cystathionine B-synthase-deficient mice:
a novel mechanism of connective tissue abnormalities. FASEB J. 2016;30:3810-3821. doi:
10.1096/fj.201600539.

IF 4,966; MNiSW 140 pkt. Cytowania: 36 (Google Scholar), 24 (Scopus*), 25 (WoS)

Wkiad habilitantki: udziat w planowaniu badan, przygotowanie prébek do pomiaru i pomiar
tHcy, S-Hcy, N-Hcy, hydroksyproliny, pirydynolin, pomiar poziomu telopeptydu C kolagenu
typu |, C-konncowego propeptydu prokolagenu typu | i aktywnosci Lox, analiza danych, udziat
w przygotowaniu manuskryptu, udziat w pozyskaniu finansowania badan.

Perta-Kajan J 3, Jakubowski H. & Paraoxonase 1 and homocysteine metabolism. Amino
Acids. 2012; 43:1405-17. doi: 10.1007/s00726-012-1321-z. Praca przegladowa.

IP 3,072 MNiSW 100 pkt. Cytowania: 128 (Google scolar), 81 (Scopus*), 80 (WoS)

Wkiad habilitantki: zebranie literatury, napisanie pierwszej wersji manuskryptu,
przygotowanie Tabeli 1, korespondencja z czasopismem.

Perfa-Kajan J ™, Gryszczyiska A, Mielcarek S, Jakubowski H. B2 Cation exchange HPLC
analysis of desmosines in elastin hydrolysates. Anal Bioanal Chem. 2011;401:2473-9. doi:
10.1007/s00216-011-5346-z.

IF 3,286; MNiSW 70 pkt. Cytowania: 8 (Google Scholar), 7 (Scopus*), 8 (WoS)
Wkiad habilitantki: planowanie badan, izolacja elastyny z organdw zwierzecych,

przygotowanie probek do pomiaru desmozyn w hydrolizatach elastyny, analiza danych,
walidacja metody pomiaru desmozyn, udziat w opracowaniu metody pomiaru desmozyn,



udziat w pomiarach HPLC, przygotowanie manusktyptu, zapewnienie finansowania badan,
korespondencja z czasopismem.

7. Perfa-Kajan J, Jakubowski H. [ Paraoxonase 1 protects against protein N-
homocysteinylation in humans. FASEB J. 2010;24:931-6. doi: 10.1096/fj.09-144410.

IF 4,966; MNiSW 140 pkt. Cytowania: 109 (Google scolar), 67 (Scopus*), 67 (WoS)

Wkiad habilitantki: pomiar aktywnosci paraoksonazowej i arylesterazowej PON1, analiza
wynikow.

8. Perta-Kajan J, Stanger O, Luczak M, Ziétkowska A, Malendowicz LK, Twardowski T, Lhotak S,

Austin RC, Jakubowski H. B Immunohistochemical detection of N-homocysteinylated
proteins in humans and mice. Biomed Pharmacother. 2008; 62:473-9. doi:
10.1016/j.biopha.2008.04.001.

IF 6,529; MNiSW 100 pkt. Cytowania: 62 (Google Scholar), 43 (Scopus*), 46 (WoS)

Wkiad habilitantki: udziat w planowaniu badan, uzyskanie przeciwciat specyficznych
wzgledem N-Hcy-biatek w kréliku, detekcja N-Hcy-biatek metodg dot-blot, udziat w
prowadzeniu hodowli komdrkowych, immunohistochemiczne barwienie preparatéw ludzich
tkanek, przygotowanie rycin 1,2 i 3.

9. Perta-Kajan J &, Marczak t, Kajan L, Skowronek P, Twardowski T, Jakubowski H. &
Modification by homocysteine thiolactone affects redox status of cytochrome C.
Biochemistry. 2007; 46:6225-31. doi: 10.1021/bi602463m.

IF 2,952; MNiSW 100 pkt. Cytowania: 66 (Google Scholar), 55 (Scopus*), 55 (WoS)

Wkiad habilitantki: udziat w planowaniu badan, modyfikacja cytochromu c tiolaktonem Hcy,
trawienie enzymatyczne N-Hcy-cytochromu c¢, komputerowa analiza danych, pomiary
spektrofotometryczne, pomiary podatnosci na proteolize, pomiary metoda dichroizmu
kotowego, opracowanie i analiza wynikow, przygotowanie publikacji, wiaczajac ryciny i
tabele, korespondencja z czasopismem.

*Scopus — bez autocytowan

Kopie artykutéw stanowigcych osiggniecie naukowe znajdujg sie w zatgczniku 11, a o$wiadczenie o
udziale w powstaniu pracy habilitantki i wspoétautoréow znajdujg sie w zatgcznikach odpowiednio 7 i 8.

Liczba punktéw MNiSW za publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego: 990 (wg wykazu z
2021 r.), 431 (wg wykazdw z lat, w ktérych opublikowano artykuty)

Sumaryczny Impact Factor publikacji cyklu: 41,126

Suma cytowani publikacji cyklu: 482 (Google Scolar), 354 (Scopus, 334 bez autocytowan), 335 (Web
of Science)

Indeks Hirscha: 12 (Google Scolar), 11 (Scopus, Web of Science)



4.3 Cel naukowy i osiggniete wyniki
4.3.1 Wprowadzenie do tematyki badan

Homocysteina (Hcy) jest niebiatkowym aminokwasem siarkowym, biorgcym udziat w przemianach
metioniny i cysteiny. Poczatki badan nad Hcy siegajg roku 1932, w ktérym zostata po raz pierwszy
otrzymana w formie utlenionej (homocystyny) przez demetylacje metioniny kwasem siarkowym [1].
Zainteresowanie nig wzrosto w latach 60., kiedy stwierdzono jej obecno$¢ w moczu dzieci z wadami
wrodzonymi, upos$ledzeniem umystowym i zaburzeniami rozwoju [2, 3], a nastepnie odkryto, ze za
homocystinurie (stan podwyzszonego stezenia Hcy w moczu) odpowiada niedobdr lub brak
aktywnosci B-syntazy cystationinowej (CBS) [4]. Zaobserwowano, ze dzieci obcigzone niedoborem
CBS wykazujg nieprawidtowosci miedzy innymi w obrebie tetnic. W roku 1969 McCully stwierdzit i
opisat podobienstwo zmian w tetnicach u dziecka z uszkodzonym metabolizmem kobalaminy
(witaminy Bi1;) ze zmianami obserwowanymi u dziecka z niedoborem CBS i postawit hipoteze, ze s3
one powigzane z podwyzszonym stezeniem homocysteiny, homocystyny Ilub pochodnej
homocysteiny [5]. Odkrycia te i wyniki kolejnych badan, zainicjowaty uformowanie pogladu, ze nawet
umiarkowanie podwyzszony poziom Hcy jest czynnikiem ryzyka choréb sercowo-naczyniowych w
populacji ogélnej. Obecnie, po 90 latach od odkrycia Hecy i po 60 latach od jej identyfikacji w moczu
cztowieka, wiemy, ze jest ona powigzana z ponad setkg chordb i zaburzen oraz $miertelnoscia.
Oprécz chordb sercowo-naczyniowych Hcy jest biomarkerem miedzy innymi chordb centralnego
uktadu nerwowego, komplikacji cigzowych, nowotwordw, choréb oczu, nerek, watroby i uktadu
kostnego [6].

Normalny zakres Hcy w osoczu cztowieka wynosi 5-15 pumol/L. Stan podwyzszonego stezenia Hcy w
osoczu lub surowicy nazywany jest hiperhomocysteinemig (HHcy), ktdra czasami klasyfikowana jest
jako tagodna, umiarkowang i ciezka [7].

Skad zatem bierze sie nadmiar Hcy w organizmie? Jedynym Zrédiem tego aminokwasu jest
egzogenna metionina przyjmowana z pokarmem. Metionina spozywana w nadmiarze juz od lat 70.
uznawana jest za jeden z najtoksyczniejszych aminokwaséw [8]. Poziom Hcy jest regulowany gtdwnie
przez dwie reakcje: remetylacie do metioniny (katalizowana przez syntaze metioniny lub
metyltransferaze betaina-homocysteina) oraz transsulfuracje do cysteiny (katalizowang przez CBS
oraz y-liaze cystationinowg). Niedobdr aktywnosci enzyméw metabolizujgcych Hcy lub ich
kofaktoréw jest jednym z czynnikdw wptywajgcych na podwyzszenie stezenia Hcy w organizmie.

Biorac pod uwage ztozong etiologie zaburzed powigzanych z HHcy mozna sie spodziewac, ze w ich
rozwoéj zaangazowanych jest kilka mechanizméw. Niektdre z zaproponowanych mechanizméw
toksycznego dziatania Hcy opisatam w pracach przeglagdowych w 2007 [9] i 2019 roku [10] (publikacja
2 cyklu habilitacyjnego). Szczegdlng uwage poswiecitam procesowi N-homocysteinylacji biatek oraz
mechanizmom epigenetycznym, z ktérymi N-homocysteinylacja moze oddziatywac. Zagadnieniom
tym poswiecony jest réwniez niniejszy autoreferat.

Ze wzgledu na swoje podobienstwo strukturalne do metioniny, Hcy moze by¢ btednie rozpoznana
przez syntetaze Met-tRNA (MetRS) i wprowadzona do pierwszego etapu aktywacji aminokwasu, w
wyniki czego powstaje Hcy-AMP. Hcy nie zostaje jednak wbudowana w tancuch biatkowy podczas
translacji, lecz dzieki aktywnosci naprawczej MetRS, jest uwolniona z AMP w postaci cyklicznego
tioestru — tiolaktonu Hcy. Wigzanie tioestrowe tiolaktonu Hcy jest wysoce reaktywne w stosunku do
grup e-aminowych reszt lizyny biatek. Tiolakton Hcy, jak wykazat Jakubowski, ma zdolnos$¢
modyfikacji grup e-aminowych reszt Lys biatek w reakcji zwanej N-homocysteinylacjg, w wyniku
czego powstajg N-homocysteinylowane biatka (N-Hcy-biatka) [11].



N-Homocysteinylacja zostata zaobserwowana w hodowlach ludzkich komdrek w roku 1997, kiedy
Jakubowski stwierdzit obecno$é¢ [3°S]-Hcy w hydrolizatach biatek zredukowanych DTT wyizolowanych
z ludzkich fibroblastéw oraz komdrek raka piersi hodowanych z [**S]-Met. Hcy ta byta wprowadzona
do biatek posttranslacyjnie przez acylacje tancuchéw bocznych reszt Lys [12]. Dzieki eksperymentom
polegajgcym na inkubacji biatek z tiolaktonem Hcy Jakubowski wykazat, ze state szybkosci drugiego
rzedu reakcji N-homocysteinylacji sg proporcjonalne do liczby reszt lizyny indywidualnych biatek, co
Swiadczy o tym, ze gtdwnym determinantem reaktywnosci biatek z tiolaktonem Hcy jest liczba reszt
Lys w taincuchu biatkowym [13]. Jakubowski stwierdzit réwniez, ze N-homocysteinylacja powoduje
utrate aktywnosci enzymow (trypsyna i MetRS) oraz agregacje biatek (fibrynogen, albumina, 1gG,
trypsyna, transferryna, hemoglobina, cytochrom c, mioglobina i RNaza A) [13], natomiast Liu i
wspotpracownicy obserwowali inhibicje aktywnosci oksydazy lizynowej pod wptywem reakcji z
tiolaktonem Hcy [14]. W kolejnych badaniach Jakubowski wykazat, ze N-homocysteinylacja biatek
zachodzi w hodowlach komérek srédbtonka zyty pepowinowej cztowieka w fizjologicznych stezeniach
Hcy, Met i kwasu foliowego [15] oraz w organizmie cztowieka (odkrycie N-Hcy-biatka w ludzkim
osoczu) [16, 17]. Co ciekawe okazato sie, ze wiekszos¢, bo okoto 70% Hcy obecnej we krwi cztowieka
jest zwigzana amidowo z biatkami (N-zwigzana). Najwyzszy udziat w puli N-zwigzanej Hcy ma
hemoglobina (27,8 uM), albumina (2,8 uM) i y-globulina (0,7 uM). Inne biatka krwi tj. fibrynogen,
transferryna, antytrypsyna, HDL i LDL zawierajg nizsze stezenia N-zwigzanej Hcy (okoto 20 nM) [18].

Po koniec lat 90. ze wzgledu na éwczesny brak metod detekcji Hcy zwigzanej amidowo z biatkami
oraz pojawiajgce sie sugestie, ze tiolakton Hcy moze mie¢ wptyw na rozwdj miazdzycy przez
modyfikowanie biatek, Ferguson i wspodtpracownicy uzyskali i scharakteryzowali przeciwciata
poliklonalne skierowane przeciwko N-Hcy-LDL. Autorzy wykazali specyficznos¢ wytworzonych
przeciwciat wzgledem N-Hcy-LDL, N-Hcy-hemoglobiny i N-Hcy-albuminy, ktérych 40% reszt Lys
zostato zmodyfikowanych tiolaktonem Hcy oraz brak reakcji owych przeciwciat z Hcy, homocystyng
oraz utleniong, acetylowang oraz metylowang LDL [19].

W badania nad N-homocysteinylacjg zaangazowatam sie podczas stazu w University of Medicine and
Dentistry of New lJersey, New Jersey Medical School (obecnie New Jersey Medical School,
International Center for Public Health, Rutgers University), Newark, USA, w trakcie studiow
doktoranckich. Staz odbytam pod kierunkiem prof. dr. hab. Hieronima Jakubowskiego (zatacznik 10
do wniosku), ktéry powierzyt mi zadanie izolacji i oczyszczenia poliklonalnych przeciwciat
specyficznych wzgledem N-homocysteinylowanych biatek. Jako materiat do opracowania metody
izolacji specyficznych przeciwciat otrzymatam preparat surowicy krélikdow immunizowanych
hemocjaning skorupiaka morskiego (KLH, ang. keyhole limpet hemocyanin). Do oczyszczenia
specyficznych przeciwciat uzytam aminoheksyloagarozy, ktérg zmodyfikowatam tiolaktonem Hcy, w
wyniku czego uzyskatam N-homocysteinylowang-aminoheksyloagaroze. W ztozu tym Hcy przytgczona
jest za pomocg swojej grupy karboksylowej do grupy aminowej aminoheksyloagarozy, podobnie jak
ma to miejsce w N-homocysteinylowanym biatku, w ktérym Hcy przytagczona jest do grupy e-
aminowej reszty lizyny. Wykazatam specyficznos¢ wyizolowanych przeciwciat wzgledem epitopu N-
Hcy-Lys, uzywajgc N-Hcy-albuminy, N-Hcy-transferryny, N-Hcy-hemoglobiny i N-Hcy-antytrypsyny
jako kompetytorow wigzania immunoglobulin z antygenem — N-Hcy-hemoglobing [20].

Po powrocie ze stazu w USA kontynuowatam realizacjg pracy doktorskiej w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN gdzie, samodzielnie przeprowadzitam immunizacje krolikéw i uzyskatam
przeciwciata specyficzne wzgledem N-homocysteinylowanych biatek, ktére w dalszych latach (w
trakcie i po doktoracie) wykorzystywatam do identyfikacji N-Hcy-biatek. Opis tych analiz zawarty jest
w jednej z publikacji cyklu habilitacyjnego [21] (publikacja 8 cyklu habilitacyjnego).



Od czasu odkrycia N-zwigzanej Hcy w ludzkim osoczu, zidentyfikowano kilkaset N-
homocysteinylowanych biatek w kilkunastu badaniach nad specyficznymi biatkami oraz kilku
analizach proteomicznych. Niniejszy cykl habilitacyjny obejmuje analize miejsc N-homocysteinylacji
dwéch specyficznych biatek cytochromu c [22] (publikacja 9 cyklu habilitacyjnego) i kolagenu [23]
(publikacja 4 cyklu habilitacyjnego) oraz catego proteomu (drozdze Saccharomyces cerevisiae) [24]
(publikacja 1 cyklu habilitacyjnego).

Tiolakton Hcy jako substancja potencjalnie toksyczna i szkodliwa dla organizmu jest z niego usuwany
na dwa sposoby, przez hydrolize enzymatyczng [25-27] oraz filtracje nerkowa [28]. Jedna z trzech
znanych tiolaktonaz i jednoczesnie pierwszg, w ktérej wykryto aktywnos$é tiolaktonazows, jest
paraoksonaza 1 (PON1). Cykl habilitacyjny obejmuje wykazanie, ze aktywno$¢ PON1 chroni przed N-
homocysteinylacjg biatek [29] (publikacja 7 cyklu habilitacyjnego) oraz jest skorelowana z poziomem
tiolaktonu Hcy u ludzi [30] (publikacja 3 cyklu habilitacyjnego).

4.3.2 Cel badan

Podczas badan w szczegdlnosci interesowata mnie odpowiedz na pytania: Czy N-homocysteinylacja
biatek moze mie¢ zwigzek z zaburzeniami obserwowanymi w HHcy lub czy moze je wyjasniaé? Czy
wptywa na inne funkcje biatka niz enzymatyczne? Czy uniemozliwia zachodzenie innych modyfikacji
posttranslacyjnych? Czy paraoksonaza 1 jest skorelowana z poziomem tiolaktonu Hcy i czy
hydrolizujgc go chroni przed N-homocysteinylacjg biatek?

Celem pracy byto zbadanie roli N-homocysteinylacji biatek w patomechanizmie zaburzen
powigzanych z HHcy oraz stwierdzenie czy paraoksonaza 1 chroni przed szkodliwym dziataniem
tiolaktonu Hcy. Cel ten zostat osiggniety przez realizacje nastepujgcych zadan:

wykazanie obecnosci N-Hcy-biatek w zmienionym chorobowo materiale biologicznym,
— zbadanie wptywu N-homocysteinylacji na strukture i funkcje elastyny i kolagenu,

— zbadanie wptywu N-homocysteinylacji na strukture i funkcje cytochromu c,

— identyfikacja miejsc N-homocysteinylacji w proteomie i wptywu HHcy na proteostaze,
— zbadanie fizjologicznej roli paraoksonazy 1 w ochronie przed N-homocysteinylacjg.

4.3.3 ldentyfikacja N-homocysteinylowanych biatek w materiale biologicznym
HHcy wywotana czynnikami genetycznymi lub zywieniowymi prowadzi do nagromadzenia we krwi i
organach nie tylko tHcy (Hcy uwolniona w skutek redukcji wigzan disiarczkowych w prébce), ale
rowniez tiolaktonu Hcy i N-Hcy-biatek [11]. Jednym z zaburzen genetycznych wywotujgcym HHcy u
myszy jest inaktywacja genu kodujgcego transporter folianu sprzezonego z protonem (Pcft, ang.
proton-coupled folate transporter). Wykazalismy, ze stezenia zaréwno tHcy jak i N-zwigzanej Hcy s3
istotnie podwyzszone w osoczu oraz sercu, ptucu, watrobie i nerce myszy z mutacjg genu Pcft w
poréwnaniu z organizmami kontrolnymi. Wyjatkiem byt mdzg, w ktédrym nie stwierdzitam istotnej
statystycznie rdéznicy w poziomie tHcy i N-zwigzanej Hcy miedzy badanymi grupami zwierzat.
Najwyzszy wzrost N-zwigzanej Hcy zaobserwowatam w osoczu (prawie 25-krotny) oraz w watrobie i
sercu (odpowiednio okoto 4 i 3-krotny) [18, 31].

N-Hcy-biatka zidentyfikowatam w materiale biologicznym za pomocg uzyskanych podczas doktoratu
specyficznych krdliczych przeciwciat poliklonalnych (praca 8 cyklu habilitacyjnego [21]). Wykazatam
uzyteczno$¢ przeciwciat do identyfikacji N-Hcy-biatek metodg dot-blot z wykorzystaniem
komercyjnych biatek zmodyfikowanych tiolaktonem Hcy in vitro. Sygnat uzyskany z uzyciem
specyficznych przeciwciat byt proporcjonalny do ilosci N-Hcy-biatka w zakresie od 0,02-0,3 ug biatka.
Stwierdzitam réwniez obecno$¢ N-Hcy-biatka w komodrkach raka piersi MCF-7 hodowanych w



obecnosci tiolaktonu Hcy, przy czym sygnat uzyskany ze specyficznymi przeciwciatami byt
proporcjonalny do stezenia tiolaktonu Hcy (0,01-2 mM) uzytego w hodowli. Najwazniejszym
osiggnieciem opisywanej pracy byto immunohistochemiczne zidentyfikowanie N-Hcy-biatka w
skrawkach miesnia sercowego i zastawki aorty pochodzacych od pacjentéw kardiochirurgii. Ponadto
wytworzone przeze mnie przeciwciata zostaty wykorzystane przez wspétpracownikéw z McMaster
University w Kanadzie do identyfikacji N-Hcy-biatek w blaszce miazdzycowej myszy ApoE”- bedacych
na diecie wysokometioninowej (0,5% Met w wodzie pitnej przez 18 tygodni), ktére wykazaty silniejszy
sygnat ze specyficznymi przeciwciatami niz myszy na diecie kontrolnej [21] (praca 8 cyklu
habilitacyjnego). Myszy ApoE”’" cierpia na miazdzyce, ktéra nasila sie pod wptywem diety
wysokometioninowej wywotujgcej HHcy. Dieta wysokometioninowa u myszy powoduje
podwyzszenie poziomu tiolaktonu Hcy [31, 32] oraz N-Hcy-biatka [31]. Wykazanie obecnosci N-Hcy-
biatka w_ludzkich i mysich tkankach zmienionych chorobowo (objetych miazdzycg) potwierdzito
hipoteze, ze N-homocysteinylacja biatek moze by¢ jednym z mechanizmdw toksycznosci HHcy [21]
(praca 8 cyklu habilitacyjnego).

4.3.4 N-Homocysteinylacja elastyny i kolagenu

N-Homocysteinylowane biatka stajg sie podatne na utlenienie i agregacje oraz nabywajg wtasciwosci
antygenowe [9, 11]. Zaburzenia metabolizmu Hcy, ktérym czesto towarzyszy nasilona N-
homocysteinylacja biatek [10], zwiekszajg ryzyko wystgpienia choréb uktadu krazenia i prowadza
m.in. do zmian w strukturze i funkcji wtdkien elastycznych naczyn krwionosnych [33, 34].

Ze wzgledu na fakt, ze N-homocysteinylacja dotyczy reszt Lys, a reszty te zaangazowane sg w
tworzenie wigzan poprzecznych gtdwnych biatek tkanki tgcznej, elastyny i kolagenu, postawitam
hipoteze, ze N-homocysteinylacja moze zaburza¢ dojrzewanie biatek tkanki tgcznej polegajace na
tworzeniu wigzan poprzecznych, ktdre zapewniajg mechaniczne wtasciwosci tej tkanki. Kierowatam
grantem badawczym finansowanym przez MNiSzW, ktdrego celem byto zbadanie, czy reszty Lys
tropoelastyny ulegajg modyfikacji tiolaktonem Hcy i czy wptywa to na konwersje tropoelastyny do
elastyny.

Podczas tworzenia wtdkien elastycznych, mikrofibryle fibryliny tworzg rusztowanie dla rozpuszczalnej
tropoelastyny, ktéra jest przeksztatcana do nierozpuszczalnej elastyny. Dojrzewanie tropoelastyny
zachodzi dzieki oksydazie lizynowej, ktéra katalizuje oksydacyjng deaminacje specyficznych reszt
lizyny do allizyny. Dalsza reakcja miedzy resztami lizyny i allizyny prowadzi do powstania wigzan
poprzecznych — desmozyny i izodesmozyny, istotnych dla rozciggliwosci widkien elastycznych,
wymaganej do prawidtowego funkcjonowania tetnic, skory i ptuc [35].

Analize desmozyny (Des) i izodesmozyny (isoDes) w elastynie rozpoczetam od opracowania metody
pomiaru wigzan poprzecznych w elastynie wyizolowanej uprzednio z organéw myszy. Moim celem
byto uzyskanie metody, ktéra pozwolitaby na szybka i czutg analize wigzan poprzecznych przy uzyciu
wysokosprawnego chromatografu cieczowego. Aby go zrealizowa¢, wykorzystatam kationowymienng
kolumne uzywang w naszym laboratorium do pomiaru stezenia Hcy, zastosowatam jednak elucje
gradientowg, dtuzszy czas rozdziatu oraz detekcje w sSwietle UV. Ze wzgledu na obecnos¢ pieciu
tadunkéw dodatnich w strukturze desmozyny (czterech na resztach Lys oraz jednego na atomie azotu
pierscienia pirydynowego), Des i isoDes wigzg sie do hydrofilowego, anionowego polimeru — poli(2-
sulfoetyloaspartamidu) — wypetniajgcego kolumne, znacznie silniej niz aminokwasy i eluowane sg w
tym samym czasie. Ze wzgledu na specyfike widm absorpcyjnych Des i isoDes mogg byc¢
monitorowane przez pomiar absorpcji w Swietle UV przy dtugosci fali odpowiednio 240 nm i 268 nm.
Opracowana przez nas metoda charakteryzuje sie zakresem liniowosci od 4 do 2000 pmoli Des i



isoDes (odpowiednio r?=1,0000 i r’=0,9995), limitem detekcji odpowiednio 2 i 4 pmol oraz odzyskiem
108,8% [36] (publikacja 6 cyklu habilitacyjnego).

Przy uzyciu opracowanej metody zbadatam poziom desmozyn w elastynie ptuc myszy z niedoborem
PCFT, ktére maja 20-krotnie wyzszy poziom tHcy osocza w poréwnaniu ze zwierzetami Pcft*/* [31].
Zaobserwowatam tendencje do obnizonego poziomu desmozyn elastyny ptucnej myszy Pcft’
(odpowiednio 1,5- i 1,6-krotnie) w poréwnaniu ze zwierzetami typu dzikiego Pcft*’*, chociaz réiznica
nie osiggneta poziomu istotnosci statystycznej (p=0,12 i 0,08). Mogtyby to sugerowaé, ze HHcy
zmniejsza stopien usieciowania elastyny w ptucu myszy. Wyniki te sg zblizone do rezultatéw
wczesniejszych badan przeprowadzonych na szczurach, w ktérych niedobdr witaminy Bg [33] lub
dootrzewnowe wstrzykniecia mieszaniny Hcy+Met [37] podniosty poziom Hcy w osoczu i obnizony
poziom desmozyn w elastynie. Nie zostaty jednak potwierdzone przeze mnie we wstepnych
badaniach przeprowadzonych na myszach z HHcy wywotang mutacjg w genie Cbs (nieopublikowane,
praca inzynierska). Potrzebnych jest wiecej badan, aby stwierdzi¢ rzeczywisty wptyw HHcy na
wigzania poprzeczne elastyny.

Zbadatam réwniez poziomy desmozyn w elastynie wyizolowanej z narzgdéw myszy z niedoborem
odpornosci CBySmn.CB17-Prkdcscid/) (SCID) [38] oraz typu dzikiego C57BL6/). Zgodnie z
oczekiwaniem u myszy obu szczepdw poziom desmozyn byt najwyiszy w elastynie ptucnej, a
najnizszy w elastynie watroby. Ponadto poziomy desmozyny byty istotnie nizsze w ptucach i sercu, ale
nie w nerkach i watrobe myszy CBySmn.CB17-Prkdcscid/J w poréwnaniu z myszami typu dzikiego
C57BL 6/J. Poziomy Des + isoDes byty istotnie nizsze w elastynie w izolowanej z ptuc, serca, nerek i
watroby zmutowanych myszy w pordéwnaniu z grupg zwierzat kontrolnych. Wyniki te wskazuja, ze
obnizone usieciowanie elastyny jest nowym fenotypem przyczyniajgcym sie do patologii myszy SCID z
niedoborem odpornosci [36] (publikacja 6 cyklu habilitacyjnego).

U ludzi ciezka HHcy spowodowana niedoborem CBS powoduje nieprawidtowosci tkanki tacznej w
wiekszosci uktadow organizmu, w tym kostnym i naczyniowym [39]. HHcy zwigzana z niedoborem
MTHFR zostata rowniez powigzana z nieprawidtowosciami kosci u cztowieka [40, 41]. Podobne
zaburzenia tkanki tacznej wptywajace na strukture kosci obserwuje sie réwniez u myszy Cbs”" [42,
43]. Ludzie z homocystynurig charakteryzujg sie problemami z tkankg faczng, w tym zwiotczeniem
stawdw, koslawoscig kolan, kifoskolioze, deformacjg klatki piersiowej, ciezkg osteoporoza,
zwichnieciem soczewki i chorobami naczyn krwionosnych (rozszerzenie i zakrzepica) [4]. Badanie
kolagenu skérnego pacjentdow z homocystynuria wykazato, ze sieciowanie kolagenu ulegto
znacznemu zmniejszeniu, a rozpuszczalno$é biatka znacznie wzrosta, co odzwierciedla funkcjonalny
defekt sieciowania kolagenu [44].

Kolagen jest gtéwnym sktadnikiem tkanki facznej widknistej sciegien i kosci [45] i najbardziej obfitym
biatkiem, ktére stanowi 25-35% catkowitego biatka w ciele ssakow. Wtdkna kolagenowe zapewniaja
tkance tgcznej wsparcie strukturalne i odpornos¢ na sity rozciggajace. Wtasciwosci mechaniczne
kolagenu wynikajg ze specyfiki wigzan poprzecznych obejmujgcych reszty lizyny w obrebie oraz
miedzy tancuchami kolagenu [46]. Wigzania poprzeczne wystepujg w kolagenach kosci i chrzastek,
gdzie zapewniajg wytrzymatos¢ na rozcigganie i mechaniczng stabilnos¢ wtékienek kolagenowych,
wymagane do normalnego funkcjonowanie tkanek tgcznych. Tworzenie usieciowania jest inicjowane
katalizowang przez oksydaze lizylowg (Lox) konwersjg okreslonej reszty lizyny i hydroksylizyny
odpowiednio do aldehydéw allizyny i hydroksyallizyny [47, 48]. Allizyna lub hydroksyallizyna reaguja
spontanicznie z grupg €-aminowg sasiedniej reszty lizyny tworzac addukt zasade Schiffa, ktoéry
dojrzewa do pirydynoliny (Pyd) [49]. Potrdjna helisa kolagenu zawiera od jednego do dwdch wigzan
poprzecznych. Gtéwne kolageny wtdknotwaércze (typ I, Il i Ill) majg cztery miejsca tworzenia wigzan
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poprzecznych, po jednym w kazdym z krotkich koncéw niehelikalnych czasteczek kolagenu
(telopeptyddéw) i dwa w regionie potrdjnej helisy, blisko jego koncéw N i C [45, 46].

Mechanizmy powstawania nieprawidtowosci tkanki tgcznej obserwowane w HHcy nie s w petni
wyjasnione. Chcac poszerzy¢ rozpoczete na elastynie badania wptywu HHcy na tworzenie wigzan
poprzecznych w biatkach tkanki tacznej, w ramach projektu kierowanego przez prof. dr. hab.
Hieronima Jakubowskiego, rozpoczetam badania nad N-homocysteinylacjg kolagenu. Planowatam
odpowiedzie¢ na pytanie czy kolagen jest N-homocysteinylowany oraz czy modyfikacja ta ulega
nasileniu w warunkach HHcy wywotanej mutacjg w genie Cbs. Do badan wykorzystatam myszy Cbs”,
u ktérych obserwowatam 68-krotny wzrost poziomu tHcy w moczu, 54-krotny wzrost poziomu tHcy w
osoczu, 30-krotnie podwyzszony poziom N-Hcy-biatka moczu i 11-krotnie podwyzszony poziom N-
Hcy-biatka osocza w poréwnaniu z myszami kontrolnymi Cbs*~ [23, 31].

Po wyizolowaniu kolagenu myszy, odkrytam, ze N-zwigzana Hcy byfa obecna w catkowitym kolagenie
kostnym myszy Chs** w stezeniu 3,3 pmol N-Hcy/ug kolagenu. U myszy Cbs” poziom N-Hcy wzrdst
14,8-krotnie do 49 pmol N-Hcy/ug kolagenu kostnego. Wykazatam rdéwniez, ze frakcja
rozpuszczalnego w kwasach kolagenu ogona myszy Chs*" zawierata 0,7 pmol N-Hcy/ug kolagenu,
ktéry to poziom wzrést do 58 pmol N-Hcy/pg kolagenu u zwierzat Chs”. Poziom S-zwigzanej Hey byt
albo réwny albo nizszy niz N-Hcy. Z racji tego, ze kolagen nie zawiera reszt Cys, jedyna S-zwigzana Hcy
obecna w kolagenie potgczona jest wigzaniem disiarczkowym z Hcy N-zwigzang. Podsumowujac,
zmierzytam zawartos$¢ N- i S-zwigzanej Hcy w catkowitym kolagenie kosci i serca oraz we frakcji
rozpuszczalnej w kwasie kolagenu ogona myszy i we wszystkich przypadkach obserwowatam wzrost
poziomu Hcy zawartej w kolagenie u zwierzat z mutacjg w genie Cbs.

Po stwierdzeniu, ze mysi kolagen ulega N-homocysteinylacji oraz ze ulega ona nasileniu w warunkach
HHcy, moim kolejnym celem byto stwierdzenie, ktdre reszty Lys kolagenu sg podatne na modyfikacje
tiolaktonem Hcy. W pierwszym etapie zidentyfikowatam reszty Lys, ktdre ulegaja modyfikacji in vitro.
W kolagenie typu | ogona szczura zmodyfikowanym 50-krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu Hcy
zidentyfikowalismy siedem reszt N-Hcy-Lys, z ktorych pie¢ (K160, K266, K583, K1085, K1225) byto
potozonych w fancuchu al kolagenu (Collal) i dwie (K1070, K1146) w tancuchu a2 (Colla2). Dwie
reszty N-Hcy-Lys byly zlokalizowane w regionie N-koricowym (K266) i C-koricowym (K1085), jedna
reszta byta zlokalizowana w srodku (K583), i jedna (K160) w niehelikalnym rejonie telopeptydu. W
nastepnym etapie badan analizie miejsc N-homocysteinylacji poddatam kolagen wyizolowany z ogona
myszy Cbs”". Zidentyfikowaliémy jedna reszte N-Hcy-Lys zlokalizowana w pozycji K160 w faricuchu al
kolagenie typu | wyizolowanym z koéci myszy Cbs”". Potraktowanie kolagenu wyizolowanego z kosci
myszy tiolaktonem Hcy spowodowato pojawienie sie dwéch dodatkowych reszt N-Hcy-Lys (K266 i
K1070) w Col1A2. Sugeruje to, ze reszta K160 jest dominujgcym miejscem N-homocysteinylacji in
vivo. Co wazne, reszta K160 w mysim kolagenie Col1Al odpowiada reszcie K170 w kolagenie Col1Al
cztowieka, ktéra zaangazowana jest w tworzenie wigzania poprzecznego Pyd [46]. Podsumowujac,
zidentyfikowaliSmy reszte Lys w kolagenie mysim, ktéra ulega N-homocysteinylacji in vivo, co
mogtaby blokowac¢ udziat tej reszty w tworzeniu wigzania poprzecznego. Kolejnym etapem moich
badan byta wiec analiza poziomu wigzan poprzecznych w kolagenie mysim.

Przed przystgpieniem do badania poziomu wigzan poprzecznych w kolegenie myszy Chs”
postanowitam sprawdzi¢ czy inaktywacja genu Cbs istotnie wptywa na poziom kolagenu. W tym celu
oznaczytam poziom hydroksyproliny (Hyp) w hydrolizatach kolagenu wyizolowanego z organdow
myszy Cbs”" i Cbs*. Okazato sie, ze poziom kolagenu byt istotnie wyzszy w sercu (0.33 vs. 0.15 pg
Hyp/mg serca, p=0.0003) i ogonie (13.6 vs. 9.3 pg Hyp/mg suchej masy ogona, p=0.0003) myszy Cbhs”"
, hatomiast w kosciach, zaobserwowatam tendencje do podwyzszonego poziomu kolagenu u myszy
Cbs”" w poréwnaniu do myszy Cbs*~ (0.90 vs. 0.65 pg Hyp/mg koéci, p=0.14) [23] (publikacja 4 cyklu
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habilitacyjnego). Nasze ustalenia, ze poziom kolagenu byt podwyzszony w ogonie i sercu myszy Cbs”-
sugeruja, ze rozregulowana akumulacja kolagenu moze réwniez przyczynic sie do powstania zaburzen
tkanki fgcznej obserwowanych w ciezkiej HHcy. HHcy nasila synteze i akumulacje kolagenu w
hodowlach miesni gtadkich [50] i komdrek watroby [51] traktowanych Hcy oraz w watrobach myszy z
HHcy indukowang dietg o wysokiej zawartosci Met [51].

Wiedzac, ze kolagen ulega zwiekszonej N-homocysteinylacji oraz akumulacji u myszy Cbs”" w
poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi, mogtam przystgpi¢ do najwazniejszej analizy a wiec do
zbadania czy HHcy wptywa na wigzania poprzeczne w kolagenie. W badaniach tych wykorzystatam
opracowang wczesniej i opisang powyzej metode pomiaru wigzan poprzecznych elastyny [36]
(publikacja 6 cyklu habilitacyjnego), z zastosowaniem fluorescencyjnej detekcji pirydynoliny i
deoksypirydynoliny (Pyd/Dpd). Zmierzytam poziomy Pyd/Dpd w kolagenie wyizolowanym z organéw
myszy Cbs”" i Cbs*". Odkrytam, ze poziom Pyd/Dpd znormalizowany na poziom kolagenu byt
zredukowany w sercu (426 vs. 717 pmol [Pyd/Dpd]/mg kolagenu) i ogonie (61 vs. 291 pmol
[Pyd/Dpd]/mg kolagen) oraz ze byta tendencja do zredukowanego poziomu Pyd/Dpd w kolagenie
kosci (321 vs. 515 pmol [Pyd/Dpd]/mg kolagenu) u myszy Cbs”" w poréwnaniu ze zwierzetami Chs*"
[23] (publikacja 4 cyklu habilitacyjnego).

Nieprawidfowosci tkanki tacznej obserwowane w HHcy moglyby by¢ zwigzane réwniez z
uszkodzonym obrotem kolagenu. Obrdt kolagenu generuje wolne i zwigzane z peptydami Dpd, ktére
sg uwalniane do krwi. Aby okresli¢ wptyw HHcy spowodowanej niedoborem Cbs na degradacje
kolagenu, za pomocg kompetycyjnego testu ELISA zmierzytam ilos¢ catkowitej Dpd osocza myszy.
Przed pomiarem badane préobki poddatam hydrolizie kwasowej w celu uwolnienia Dpd z peptydow
kolagenowych. Stwierdzitam, ze poziomy Dpd w osoczu byty istotnie obnizone u myszy Chs”
wzgledem myszy Cbs*" (0,92 vs. 2,74 nM, p=0,0003). Aby doktadniej zbadaé, jak niedobdr Cbs
wplywa na synteze i degradacje na kolagenu, zmierzytam poziomy markeréw syntezy (PICP, ang.
procollagen | C-terminal propeptide) i obrotu (CTXI, ang. cross-linked C-telopeptide of type | collagen)
kolagenu w osoczu myszy Cbs”" i kontrolnych. Poziomy CTXI w osoczu byly istotnie nizsze u myszy
Cbs”" w stosunku do myszy Cbs* (22,0 vs 60,1 pg/ml, p=0,043). Stwierdzitam réwniez ze poziomy
PICP w osoczu miaty tendencje do wzrosta u myszy Cbs”* w stosunku do zwierzat Cbs*" (5,1 + 1,0 vs
3,8 + 1,1 pg/ml, p=0,18), zgodne z wynikami pomiaru Hyp w kolagenie [23] (publikacja 4 cyklu
habilitacyjnego).

Za obnizenie poziomu usieciowania kolagenu u myszy Cbs”'mogtaby by¢ odpowiedzialna zmniejszona
aktywnos$¢ oksydazy lizylowej (Lox, EC 1.4.3.13). Lox jest oksydoreduktazg zalezng od miedzi, ktéra
katalizuje oksydacyjng deaminacje reszt Lys w wyniku czego powstajg reszty allizylowe, amoniak i
nadtlenek wodoru. Generowanie reszt allizylowych jest wymagane dla pdzniejszego tworzenia
wigzan poprzecznych stabilizujgcych widkna kolagenu. Mozliwosé te potwierdzatyby wyniki badan
biochemicznych oksydazy lizylowej, w ktérych stwierdzono, ze tiolakton Hcy, ulegajgcy akumulacji w
stanach HHcy u ludzi i myszy [31, 32], nieodwracalnie inhibuje aktywnos$¢ Lox. Aby przetestowac te
hipoteze, zmierzytam aktywno$¢ Lox u myszy Cbs” i Cbs*" i odkrytam, ze aktywno$¢ Lox w sercu i
watrobie byta podobna u myszy Cbs” i Cbs*~ i wynosita odpowiednio 9,4 vs. 10,1 jednostek/min/pg
biatka; p = 0,61 oraz 3,5 + 1,8 vs. 2,4 + 0,4 jednostek/min/ug biatka; p = 0,14. W celu potwierdzenia
tego wyniku wykonana zostata réwniez analiza poziomu mRNA Lox za pomocg ilosciowej RT-PCR.
Uzywajac mRNA Gapdh jako odniesienia, odkryliémy, ze ekspresja mRNA Lox w sercu myszy Chs”"
byta podwyzszona 1,88+0,18-krotnie w stosunku do zwierzat Chs* (p<0,05). Aby potwierdzi¢ ten
wynik, dodatkowo zmierzyliSmy poziom mRNA Lox, uzywajgc B-aktyny jako genu referencyjnego i
stwierdziliémy, ze wyniki byty podobne: Lox mRNA byt podwyzszony 2,36+0,16-krotnie u myszy Cbs”"
w stosunku do zwierzat Cbs* (p<0,05). Stwierdziliémy wiec, ze ani ekspresja Lox, ani aktywno$¢ nie
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przyczyniaja sie do obnizenia poziomu wigzan poprzecznych kolagenu u myszy Cbs”* [23] (publikacja
4 cyklu habilitacyjnego).

Podsumowujac, najwazniejszym odkryciem przedstawionej pracy jest stwierdzenie redukcji
poziomu wigzan poprzecznych Pyd/Dpd w kolagenie myszy Cbs”,, ktéremu towarzyszyt wzrost
poziomu N-zwigzanej Hcy, co moze leze¢ u podstaw nieprawidtowosci tkanki tgcznej w HHcy.
Zaréwno wigzanie poprzeczne jak i N-homocysteinylacja mogg dotyczy¢ tych samych reszt Lys, na co
wskazuje zidentyfikowanie Lys 160 jako ulegajgcej N-homocysteinylacji w niehelikalnym regionie N-
telopeptydu Col1A1.

Odkrycie zmniejszonego poziomu produktéw degradacji kolagenu (Dpd i CTXI) w osoczu myszy Cbs”-
mozna by wyjasni¢ na dwa sposoby: albo przez zmniejszone usieciowanie kolagenu albo przez
zahamowany obrét kolagenu kostnego u myszy Cbs” w poréwnaniu do zwierzat dzikich. Bardzie]
prawdopodobny wydaje sie pierwszy scenariusz poniewaz niedobdr mysiego Cbs nie wptywa istotnie
na poziom kolagenu w kosciach oraz wystepuje tendencja do obnizonego usieciowania kolagenu
kostnego. Drugi scenariusz jest mato prawdopodobny poniewaz poziom PICP (markera syntezy
kolagenu) w osoczu, nie byt zmieniony przez genotyp Cbs. Zatem, zmniejszone poziomy catkowitego
Dpd i CTXI w osoczu odzwierciedlajg zmniejszone sieciowanie kolagenu kostnego,
najprawdopodobniej spowodowane przez podwyzszong N-homocysteinylacje kolagenu w myszy
Cbs™".

CTXI w osoczu, ale nie markery synteza kolagenu | i lll (PICP i N-korncowy propeptyd z prokolagenu
), sg réwniez obnizone u pacjentdéw z niedoborem CBS [52], co sugeruje, ze HHcy podobnie wptywa
na metabolizm kolagenu u myszy i ludzi. Podsumowujgc, nasze dane sugerujg mechanizm, ktéry
przynajmniej czeSciowo wyjasnia nieprawidtowosci w tkance tgcznej obserwowane u myszy HHcy i
ludzi. Zgodnie z tym mechanizmem w warunkach HHcy powstaje wiecej tiolaktonu Hcy, ktory
nastepnie powoduje N-homocysteinylacje reszt lizyny kolagenu, ktéra z kolei zaburza tworzenie
wigzan poprzecznych Pyd, ktére sg niezbedne dla prawidtowe] struktury widkien kolagenowych.
Nasze dane wskazujg na krytyczng role w tym mechanizmie reszty lizyny K160, zlokalizowanej w N-
telopeptydzie Col1Al. Do nieprawidtowosci tkanki facznej w HHcy moga réwniez przyczyniac sie
tkankowo specyficzne zmiany w poziomie kolagenu [23] (publikacja 4 cyklu habilitacyjnego).

4.3.5 N-Homocysteinylacja cytochromu ¢

Cytochrom c ze wzgledu na dobra rozpuszczalno$é, wysoka stabilno$¢ oraz tatwos¢ oczyszczania i
krystalizacji jest jednym z najlepiej poznanych biatek. Reszty Lys stanowig az 18% wszystkich reszt
aminokwasowych tego biatka a wiec jest w znacznym stopniu narazone na modyfikacje tiolaktonem
Hcy. Z wczesnych badan nad N-homocysteinylacjg cytochromu ¢ wiadomo byto, ze modyfikacja ta
powoduje multimeryzacje, a po wprowadzeniu powyzej 5 moli Hcy/mol biatka — precypitacje. Po
zmodyfikowaniu 75% reszt Lys, 50% czasteczek cytochromu c jest w formie nierozpuszczalnej [13]. Ze
wzgledu na powyzisze cechy cytochrom c byt jednym z pierwszych biatek, ktére wykorzystatam w
badaniu N-homocysteinylacji in vitro. Moim celem byta identyfikacjia miejsc ulegajacych
preferencyjnej modyfikacji tiolaktonem Hcy oraz scharakteryzowanie wptywu tej modyfikacji na
strukture i funkcje cytochrom c.

Cytochrom c jest biatkiem tancucha oddechowego, gdzie jego funkcja polega na przenoszeniu
elektronéw zgodnie z kierunkiem rosngcego potencjatu oksydoredukcyjnego, z reduktazy
cytochromowej, zwanej kompleksem cytochromu b-c1, do kompleksu oksydazy cytochromowej. W
sktad struktury cytochromu c¢ wchodzi 104-aminokwasowy fancuch polipeptydowy oraz grupa
hemowa. Atom Zelaza hemu po przejeciu elektronu przechodzi z formy utlenionej zelazowej (Fe®,
ang. ferric) do formy zredukowanej zelazawej (Fe?*, ang. ferrous). Reszty Lys taricucha biatkowego s3 z
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jednej strony podatne na N-homocysteinylacje a z drugiej zasadnicze dla kontaktu cytochromu c z
partnerami reakcji, reduktazg i oksydazg cytochromowa. Oprécz petnienia funkcji nosnika
elektronéw, cytochrom c bierze réwniez udziat w apoptozie, w ktérej jest zaangazowany w aktywacje
kaspazy [53].

Badania nad N-homocysteinylacjg cytochromu c prowadzitam na biatku pochodzgcym z serca konia,
ktére modyfikowatam tiolaktonem Hcy in vitro. Na podstawie analiz spektrometrycznych MALDI-TOF
stwierdzitam, ze biatko potraktowane 4-krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu Hcy jest
mieszaning czasteczek niezmodyfikowanych (natywnych) oraz takich z przytaczonymi od jednej do
czterech reszt N-zwigzanej Hcy. Przytgczenie jednej reszty Hcy powoduje wzrost masy biatka o0 117,17
Da. Po stwierdzeniu jaki jest zakres modyfikacji cytochromu c tiolaktonem Hcy, postanowitam
sprawdzi¢ ktére reszty Lys ulegajg preferencyjnej N-homocysteinylacji. Biatko nietraktowane
tiolaktonem Hcy a takie zmodyfikowane 2- i 4-krotnym nadmiarem molowym odczynnika,
zredukowatam DTT, nastepnie zablokowatam grupy tiolowe jodoacetamidem i strawitam biatko
trypsyna. Peptydy trypsynowe poddatam analizie MALDI-TOF. Cytochrom c¢ zmodyfikowany 2-
krotnym nadmiarem molowym tiolaktonu Hcy ulega modyfikacji w dwdch miejscach, na reszcie Lys 8
lub 13 oraz Lys 86 lub 87. Dwukrotne zwiekszenie stezenia tiolaktonu Hcy powoduje modyfikacje
dwéch dodatkowych reszt Lys 99 i 100. Reszty Lys stanowigce preferencyjne miejsca modyfikacji
przez tiolakton Hcy znajdujg sie w obrebie zwrotow B tanicucha polipeptydowego, z jednym
wyjatkiem Lys 8, ktéry znajduje sie w obrebie a-helisy. Wymienione reszty lizyny sg rowniez podatne
na modyfikacje przez inne czynniki elektrofilowe, takie jak bezwodnik octowy [54],
trinitrobenzenosulfonian [55], fosforan pirydoksalu [56] czy 4-hydroksy-2-nonenal [57].

N-Homocysteinylacja reszt Lys prowadzi do zmiany fadunku na powierzchni biatka. Wysoce zasadowa
grupa aminowa reszty lizyny (pKa=10,5) jest zastgpiona przez mniej zasadowg grupe a-aminowg N-
zwigzanej reszty Hcy (pKa ~ 6,7) [16, 53]. Reszty Lys sg istotne dla funkcji cytochromu c poprzez udziat
w tworzeniu wigzan elektrostatycznych, ktére umozliwiajg interakcje z oksydaza cytochromu c [52]. Z
poprzednich badan wiadomo, ze modyfikacja Lys 13 powoduje ostabienie interakcji cytochromu c z
oksydazg cytochromowgq [58]. Acetylowanie cytochromu c prowadzi do spadku jego pl, co z kolei
zapobiega interakcji z reduktazg i oksydaza cytochromu c [54]. Aktywnos$¢ cytochromu ¢ zmniejsza sie
wraz ze wzrostem stopnia acetylacji [55]. Mozna oczekiwa¢, ze N-homocysteinylacja rowniez
dezaktywuje cytochrom c poprzez zmniejszenie tadunku dodatniego na powierzchni biatka.

Podczas inkubacji cytochromu c z tiolaktonem Hcy zaobserwowatam zmiane barwy roztworu biatka.
Widmo absorpcji cytochromu ¢ w zakresie widzialnym jest czute na stopien utlenienia atomu zelaza
w pierScieniu porfirynowym i charakteryzuje sie wystepowaniem pasma Soreta i Q [155]. Dla
ferricytochromu c typowe jest jedno szerokie pasmo z maksimum absorpcji przy dtugosci fali okoto
530 nm, natomiast dla ferrocytochromu c w obrebie pasma Q charakterystyczne s3 dwa maksima
absorpcji: przy okoto 520 nm i 550 nm. Natywny cytochrom c przed inkubacjg z tiolaktonem Hcy
znajduje sie w stanie utlenionym, o czym swiadczy widmo absorpcji biatka. Inkubacja cytochromu c z
tiolaktonem Hcy powoduje zmiane widma absorpcji $wiadczagcg o redukcji zelaza hemu. Tiole o
niskiej masie czasteczkowej, a takze grupy sulfhydrylowe biatek sg utleniane przez jony metali
przej$ciowych, na przyktad Fe*3. Podczas tej reakcji zelazo Fe*® zostaje zredukowane do Fe*2.

Redukcje zelaza hemu cytochromu c zaobserwowatam réwniez po jego inkubacji z N-(Hcy-SH)-
albuming lub N-(Hcy-SH)-albuming-Cys34-S-CAM (CAM - karboksyamidometylowana pochodna),
przy czym albumina-Cys34-S-CAM nie wptywata na stan redoks zelaza hemu. Inkubacja N-Hcy-
cytochromu c z zelazicyjankem potasu spowodowata utlenienie N-Hcy-cytochromu ¢, zmiana ta bytfa
jednak przejsciowa i zelazo hemu powracato do stanu zredukowanego w ciggu 30 minut.
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Redukcje zelaza hemu po inkubacji cytochromu c z tiolaktonem Hcy potwierdzitam na podstawie
analizy widma dichroizmu kotowego w region Soreta (350-490 nm). Ksztatt widma dichroizmu
kotowego N-Hcy-cytochromu c w tym zakresie rdéznit sie istotnie od widma biatka natywnego. Widmo
dichroizmu kotowego natywnego cytochromu c obejmowato dwa gtéwne piki Soreta znajdujace sie
przy 404 nm (dodatni) i 415 nm (ujemny) i byto podobne do opublikowanych widm ferricytochromu c
[59]. N-Homocysteinylacja prowadzita do stopniowego obnizenia pasma dodatniego i zastgpienia
ujemnego pasma dodatnim, ktére przesuneto sie w kierunku fal dtuzszych (423 nm). Pasmo przy 423
nm, wraz z ujemnym pasmem przy 330 nm, jest typowe dla ferrocytochromu c.

Reakcja tiolaktonu Hcy z dowolng z czterech podatnych na modyfikacje reszt lizynowych
ferricytochromu ¢ prowadzi do powstania N-(Hcy-SH)-Cyt c(Fe*3). Zelazo hemowe ulega redukgcji
przez tiolan N-zwigzanej Hcy, co prowadzi do powstania N-homocysteinylowanego ferrocytochromu
¢, N-(Hcy-Se)-Cyt c(Fe*?). Redukcja zachodzi w uktadzie trans pomiedzy czgsteczkami N-(Hcy-SH)-Cyt
c(Fe*®) a takze miedzy N-(Hcy-SH)-Cyt c(Fe*®) i innymi N-homocysteinylowanymi biatkami ((Hcy-SH)-
biatko). Redukcja wewnatrzczgsteczkowa jest mato prawdopodobna, poniewaz miejsca N-
homocysteinylacji znajduja sie zbyt daleko od zelaza hemu. Dimeryzacja miedzy rodnikami tiylowymi
z réznych czasteczek N-homocysteinylowanego ferrocytochromu ¢, N-(Hcy-Se)-Cyt c(Fe*?), prowadzi
do powstania multimerycznych form N-homocysteinylowanego cytochromu c obserwowanych na
nieredukujgcych zelach SDS-PAGE [13]. Co ciekawe, utlenianie N-homocysteinylowanego cytochromu
¢ rownomolowym stezeniem zelazicyjanku prowadzi do przejSciowego utworzenia formy zelazowej,
ktéra nastepnie jest redukowana z powrotem do zelazawej przez N-zwigzany tiol Hcy
zmodyfikowanego cytochromu c.

Znajgc zakres N-homocysteinylacji cytochromu ¢ oraz jej wptyw na stan redoks zelaza hemu, istotne
byto stwierdzenie czy modyfikacja ta zmienia konformacje tancucha polipeptydowego. Aby
odpowiedzie¢ na to pytanie wykorzystatam metode dichroizmu kotowego. Informacji o strukturze
drugorzedowej biatka dostarcza region widma dichroizmu kotowego o dtugosciach fal ponizej 250
nm, w powstaniu ktérego dominujg udziaty faricucha peptydowego. Widmo dichroizmu kotowego
cytochromu c serca konskiego z minimum przy 208 i 222 nm, typowe dla biatek, ktére charakteryzujg
sie duzym udziatem a-helisy, nie byt znaczgco zmieniony przez N-homocysteinylacje. Analiza danych z
uzyciem serwisu DICHROWEB [60] nie wykazata zmian sktadu struktury drugorzedowej na skutek
traktowania tiolaktonem Hcy. Brak zmian konformacji gtéwnego fancucha polipeptydowego
cytochromu ¢ w odpowiedzi na N-homocysteinylacje nie jest zaskakujgcy. Cytochrom c jest bardzo
stabilnym biatkiem i nawet wysoka temperatura nie zmienia jego struktury drugorzedowej [61].
Ponadto struktura zredukowanego cytochrom c jest bardziej stabilna niz formy utlenionej, gtéwnie ze
wzgledu na wzmocnione wigzanie miedzy zelazem hemowym i Met80 w ferrocytochromie c [62].
Podobnie, nie obserwowano wiekszych zmian strukturalnych w N-homocysteinylowanej formie LDL
[63], mioglobine, transferynie i ferrytynie (Perta-Kajan, dane niepublikowane).

Aby ustali¢, czy N-homocysteinylacja wptywa na strukture cytochromu c, przeprowadzitam réwniez
analize podatnosci N-Hcy-cytochromu ¢ na proteolize trypsyna, chymotrypsyng i pronaza. Forma N-
homocysteinylowana biatka byta bardziej odporna na trawienie proteolityczne niz forma
niezmodyfikowana, przy czym wielkos¢ zmian zalezna byfa od stopnia modyfikacji. Zwiekszona
opornos¢ N-Hcy-cytochromu c na proteolize moze wynikac z przejscia ferricytochromu ¢ do bardziej
stabilnego termodynamicznie ferrocytochromu c, ktéry jest bardziej odporny na proteolize (przez
proteinaze K) niz ferricytochrom c [64]. W przypadku jednej z form N-homocysteinylowanej albuminy
(N-(Hcy-SH)-albumina-Cys-SH)) réwniez obserwowano spadek podatnosci na trawienie proteazami,
trypsyng i chymotrypsyna [65].
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Podsumowujgc, w niniejszej pracy zidentyfikowane zostaty cztery preferencyjne miejsca N-
homocysteinylacji w cytochromie c in vitro, stwierdzono istnienie subtelnych zmian strukturalnych
objawiajgcych sie zwiekszong odpornoscig N-Hcy-cytochromu ¢ na degradacje proteolityczng oraz
zmiang stanu redoks Zelaza hemu. Nie wykazano natomiast, aby N-homocysteinylacjia powodowata
istotne zmiany struktury drugorzedowej biatek [22] (publikacja 9 cyklu habilitacyjnego).

Brak zmian struktury drugorzedowej cytochromu c pod wptywem N-homocysteinylacji zostat réwniez
potwierdzony przez innych badaczy [66-68] a N-homocysteinylacja cytochromu c jest jedng z
rozpoznawalnych modyfikacji posttranslacyjnych biatek hemowych, ktéra moze by¢ kolejnym
mechanizmem wyzwalania funkcji apoptotycznej cytochromu c [69]. Pojawita sie rowniez sugestia, ze
N-Hcy-cytochrom ¢ moze by¢ zwigzany z autofagig u myszy z HHcy po niedokrwieniu mézgu [70].
Uwaza sie, ze procesy starzenia i rozwdj niektérych chordb cztowieka mogg by¢ spowodowane
nieefektywnym usuwaniem uszkodzonych biatek [71]. N-Homocysteinylacja moze zwiekszac
odpornos¢ biatek na proteolize [22, 65], zaburzajgc ich usuwanie przez systemy proteolityczne
organizmu i powodujac tym samym patofizjologiczne efekty.

4.3.6 Mapowanie N-homocysteinylacji biatek drozdzy

Analiza miejsc N-homocysteinylacji albuminy i fibrynogenu [72], wraz z uzyskanymi przeze mnie
wynikami dotyczagcymi cytochromu c, sugerujg, ze istniejg inne czynniki niz elementy struktury
drugorzedowej, ktére determinujg pozycje N-homocysteinylacji w faricuchu biatkowym. Analize
miejsc N-homocysteinylacji w odniesieniu do struktury biatka poszerzytam w dalszych badaniach o
proteom drozdzy [24] (praca nr 1 cyklu habilitacyjnego).

Miejsca N-homocysteinylacji w faficuchu biatkowym znane sg dla kilkudziesieciu biatek, w tym dla
kolagenu [23] i cytochromu c [22], ktorych odkrycie zalicza sie do cyklu habilitacyjnego. W roku 2015
nie byto szeroko zakrojonych badan proteomicznych ukierunkowanych na mapowanie miejsc N-
homocysteinylacji w catym proteomie, podczas gdy mapy innych modyfikacji posttranslacyjnych np.
acetylacji, metylacji czy ubikwitynacji znane sg od lat dla wielu organizméw modelowych. W tym
czasie uzyskatam finansowanie na realizacje projektu, ktérego celem byta identyfikacja miejsc N-
homocysteinylacji w biatkach drozdzy oraz zbadanie towarzyszacych jej zmian w ekspresji biatek pod
wptywem podwyzszonego stezenia Hcy.

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sy jednokomdrkowym eukariotycznym organizmem modelowym,
czesto wykorzystywanym w badaniach biomedycznych. Wybratam ten model badawczy ze wzgledu
na mozliwo$¢ pordwnania lokalizacji zidentyfikowanych miejsc N-homocysteinylacji z innymi
modyfikacjami posttranslacyjnymi, zmapowanymi w proteomie drozdzy, np. acetylacji, fosforylacji i
ubikwitynacji. Badania proteomiczne w ktérych dotychczas zmapowano miejsca N-homocysteinylacji
obejmuja biatka z hodowli komérek HCT116 raka jelita grubego, ktére oddziatujg z MetRS [73], biatka
komoérek Hela traktowanych tiolaktonem Hcy [74] oraz biatka neuronalnych komérek macierzystych
z nadekspresjg MetRS [75]. Mapowanie N-homocysteinylacji w proteomie drozdzy nie byto wczesniej
wykonane. Moim gtéwnym celem byto zmapowanie miejsc N-homocysteinylacji zachodzacej in vivo,
w hodowli w warunkach kontrolnych, a takze podczas wzrostu drozdzy suplementowanych Hcy lub
Hcy tiolaktonem. Nastepnie, aby zbada¢, czy rézne czynniki wptywajg na podatnosé reszt lizyny na N-
homocysteinylacje in vivo i in vitro, inkubowalismy biatko drozdzy z tiolaktonem Hcy i
zidentyfikowalismy miejsca modyfikacji zachodzacej in vitro.

N-Homocysteinylowane peptydy identyfikowaliSmy poprzez wzrost masy peptydu w wyniku
modyfikacji Lys przez S-karbamidometylo-Hcy (redukcja DTT, alkilacja jodoacetamidem) lub S-
metylotio-Hcy (redukcja TCEP, alkilacia MMTS), o odpowiednio 174 lub 163 Da. Analiza
bioinformatyczna miejsc N-homocysteinylacji obejmowata: analize wzbogacenia (ang. enrichment)
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(za pomocga narzedzia bioinformatycznego STRING [76]) pod katem lokalizacji komadrkowej i szlakdw
KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), ocene dystrybucji w proteomie drozdzy,
analize struktury pierwszorzedowej sekwencji otaczajgcych miejsca N-Hcy-Lys (za pomocga narzedzi:
Two Sample Logo [77] i pLogo [78]) oraz analize struktury drugorzedowe;.

W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowanych zostato 68 reszt N-Hcy-Lys w 35 biatkach
drozdzy. Na podstawie analizy lokalizacji komdrkowej stwierdzitam, ze N-Hcy-biatka modyfikowane in
vivo zlokalizowane sg w cytozolu (21 biatek, 63%), mitochondrium (13 biatek, 37%), rybosomie (10
biatek, 29%), btonie komdrkowej (10 biatek, 29%), Scianie komdrkowej (4 biatka, 11%) i widetkach
replikacji jadrowej (2 biatka, 6%). Analiza wzbogacania pod kgtem szlakéw KEGG wykazata, ze N-Hcy-
biatka modyfikowane in vivo sg zaangazowane w glikolize/glukoneogeneze, metabolizm wegla,
metabolizm metanu, biosynteze antybiotykdow i aminokwaséw, biosynteze metabolitéw wtérnych,
rybosom i szlaki metaboliczne. Aby oceni¢ rozmieszczenie miejsc N-Hcy-Lys w proteomie drozdzy,
obliczytam liczbe zidentyfikowanych miejsc przypadajacych na jedno biatko. Stwierdzitam na tej
podstawie, ze 40%, 34%, 17% i 9% N-homocysteinylowanych biatek zawierato odpowiednio jedno,
dwa, trzy i cztery miejsca modyfikacji.

Nastepnie zbadatam, jak struktura pierwszorzedowa biatka wptywa na podatnos¢ reszty lizyny na N-
homocysteinylacje. Analize sekwencji aminokwasowych otaczajgcych miejsca N-Hcy-Lys in vivo
przeprowadzitam przy uzyciu narzedzi bioinformatycznych Two Sample Logo [77] i plLogo [78].
Aplikacje te pozwalajg na pordéwnanie eksperymentalnego zestawu peptydow z zestawem
referencyjnym. Zestaw referencyjny stanowity wszystkie peptydy zawierajgce niezmodyfikowang
reszte Lys zidentyfikowane w naszym zestawie danych. Analiza za pomocg Two Sample Logo
wykazata, ze N-homocysteinylowane reszty Lys w najblizszym sgsiedztwie byly otoczone gtéwnie
obojetnymi, hydrofobowymi i nieeksponowanymi na powierzchnie resztami aminokwasowymi
(alanina, glutamina, walina, seryna). Dodatnio (lizyna) i ujemnie (kwas asparaginowy, kwas
glutaminowy) natadowane reszty aminokwasowe wystepowaty odpowiednio w pozycjach +3, -3, -9 i
+4, +8. Analiza za pomocng narzedzia plLogo nie wykazata jednak zadnej istotnej statystycznie
preferencji wystepowania konkretnej reszty aminokwasowej w sgsiedztwie miejsc N-Hcy-Lys in vivo.

W kolejnym etapie analiz zadatam pytanie czy miejsca N-Hcy-Lys sg zlokalizowane w obrebie
okreslonej struktury drugorzedowej biatek. Aby na nie odpowiedzie¢, przeanalizowatam dane o
strukturze drugorzedowej N-Hcy-biatek zebrane w bazie UniProt. Dane dotyczgce struktury
drugorzedowej reszt N-Hcy-Lys byty dostepne dla 41% miejsc N-Hcy-Lys zidentyfikowanych in vivo.
Wsrod tych 28 miejsc N-Hcy-Lys, 46%, 42% i 12% byto zlokalizowanych odpowiednio w obrebie B
harmonijki, helisy a i skretu B.

Aby zbadaé, czy rézne czynniki wptywaja na podatnosc reszt lizyny na N-homocysteinylacje in vivo i in
vitro, zmodyfikowatam biatka drozdzy za pomocg tiolaktonu Hcy in vitro. Zidentyfikowatam 197 reszt
N-Hcy-Lys w 82 biatkach N-homocysteinylowanych in vitro. Wiekszo$¢ biatek N-
homocysteinylowanych in vitro miata lokalizacje cytozolowg (56 biatek) i rybosomalng (44 biatka).
Szesnascie z nich wystepowato w obrebie btony plazmatycznej, a cztery w nukleosomach jadrowych
(kompleks ochronny widetek replikacyjnych). Analiza wzbogacania pod katem KEGG wykazata, ze
wsrdod N-Hcy-biatek zmodyfikowanych in vitro najbardziej wzbogaconymi szlakami KEGG byty
rybosom, glikoliza/glukoneogeneza, biosynteza aminokwaséw, metabolizm wegla, biosynteza
antybiotykéw i metabolitéw wtdrnych oraz metabolizm metanu. Aby oceni¢ rozmieszczenie miejsc N-
Hcy-Lys w proteomie drozdzy, obliczytam liczbe zidentyfikowanych miejsc przypadajgcych na dane
biatko. Okazato sie, ze 52%, 22%, 9%, 4% i 13% zmodyfikowanych biatek zawierato odpowiednio 1, 2,
3,45 lub wiecej miejsc modyfikacji.
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Nastepnie chciatam wyjasni¢, czy pierwszorzedowa struktura biatka moze wptywaé na lokalizacje N-
homocysteinylacji zachodzacej in vitro. Podobnie jak w przypadku miejsc zmodyfikowanych in vivo,
analize sekwencji aminokwasowych otaczajgcych miejsca N-homocysteinylacji in  vitro
przeprowadzitam przy uzyciu narzedzi Two Sample Logo [77] i pLogo [78]. Miejsca podatne na N-
homocysteinylacje in vitro byty otoczone gtéwnie obojetnymi, hydrofobowymi i nieeksponowanymi
na powierzchnie biatka aminokwasami (alanina, glicyna, leucyna, walina), zubozone w dodatnio
natadowane, hydrofilowe i eksponowane na powierzchni reszty (lizyna, seryna, arginina, kwas
asparaginowy, arginina, fenyloalanina). Rdznito sie to od miejsc N-Hcy-Lys in vivo, gdzie preferencja
nie byta tak wyrazna. Analiza za pomocg narzedzia pLogo wykazata, ze jedyne statystycznie istotne
wzbogacenie wystgpito w pozycji -1, gdzie w peptydach N-homocysteinylowanych czesciej
wystepowata reszta alaniny (czestotliwos¢ 17,22%, p=0,002).

Aby odpowiedzie¢ na pytanie, czy miejsca N-homocysteinylacji in vitro wystepujg preferencyjnie w
obrebie okresdlonej struktury drugorzedowej, przeanalizowatam dane zebrane w bazie UniProt. Dane
dotyczgce struktury drugorzedowej N-homocysteinylowanych reszt Lys byty dostepne dla 45% miejsc
N-Hcy-Lys zidentyfikowanych w naszym badaniu. Sposréd tych 89 miejsc N-Hcy-Lys in vitro z
dostepnymi informacjami o strukturze drugorzedowej, 66%, 30% i 4% byto zlokalizowanych
odpowiednio w obrebie a helisy, B harmonijki i zwrotu B.

Poréwnujgc uzyskane wyniki identyfikacji miejsc N-homocysteinylacji w proteomie drozdzy z
wynikami innych badan obejmujgcymi caty proteom ludzkich linii komérkowych [73-75], mozna
stwierdzi¢ pewne podobienstwa. Obejmujg one lokalizacje N-Hcy-biatek, ich udziat w budowaniu
rybosomu i brak jednolitego wzorca sekwencji reszt aminokwasowych otaczajgcych miejsca N-
homocysteinylacji. Lokalizacja wiekszosci N-Hcy-biatek w cytoplazmie i mitochondriach jest zgodna z
miejscem syntezy tiolaktonu Hcy, ktéra zachodzi w tych dwdch kompartmentach odpowiednio przez
MES1 i MSM1 oraz zdolnoscia do swobodnego przemieszczania sie tiolaktonu Hcy przez btony
biologiczne.

Znajomosc reszt Lys biatek ulegajgcych N-homocysteinylacji data mi wglad w mozliwe konsekwencje
tej modyfikacji. N-Homocysteinylacja in vivo jest ukierunkowana na biatka zaangazowane w
glikolize/glukoneogeneze, metabolizm wegla, metabolizm metanu, biosynteze aminokwasdw,
antybiotykéw oraz metabolitéw wtdérnych, rybosoméw i szlakdw metabolicznych. Modyfikacja ta
moze mieé szkodliwy wptyw na funkcje komorki.

Jedng z mozliwych konsekwencji wystgpienia N-homocysteinylacji biatka jest zapobieganie innym
modyfikacjom posttranslacyjnym, np. ubikwitynacji. Poréwnanie lokalizacji miejsc ubikwitynacji i N-
homocysteinylacji biatek drozdzy wykazato, ze 34 miejsca N-Hcy-Lys obecne w 20 biatkach mogg by¢
rowniez zaangazowane w tworzenie wigzania izopeptydowego z C-koncowa resztg Gly ubikwityny
(ostatni etap kaskady ubikwitynacji), co moze interferowaé z takim procesami jak apoptoza,
odpowiedz na stres, biogeneza rybosoméw i cykl komorkowy. Wsrdd tych 20 biatek znajduje sie
dziesie¢ biatek rybosomalnych, 14 zaangazowanych w proces biosyntezy zwigzkéw
azotoorganicznych, 11 biorgcych udziat w translacji, osiem zaangazowanych w przetwarzanie rRNA, i
pie¢ wiaczonych w procesy metaboliczne ADP. Sugestia, ze N-homocysteinylacja moze zapobiegac
ubikwitynacji u drozdzy nie znalazta potwierdzenia w badaniu Bretes i Zimnego [79], w ktdrym
autorzy obserwowali pozytywng korelacje miedzy poziomem endogennego tiolaktonu Hcy i
ubikwitynacji biatka. W badaniu tym jednak nie byt mierzony poziom N-homocysteinylacji biatka
drozdzy.

Drugg modyfikacja posttranslacyjng, ktorej wystgpienie moze by¢ zaburzone przez N-
homocysteinylacje jest acetylacja. Az 30% miejsc N-Hcy-Lys in vivo zidentyfikowanych w naszym
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badaniu pokrywa sie z miejscami acetylacji u drozdzy zidentyfikowanymi przez Henriksena i wsp. [80].
Poza ubikwitynacjg i acetylacjg, rowniez metylacja i sukcynylacja mogg zachodzi¢ na tych samych
reszta Lys co N-homocysteinylacja, na przyktad zidentyfikowane jako N-homocysteinylowane, Lys 30
czynnika elongacyjnego 1-a jest miejscem metylacji, a Lys 22 histonu H2A.2 — sukcynylacji.

Inng mozliwg konsekwencjg N-homocysteinylacji jest deregulacja ekspresji gendw i obrotu biatek.
Aby przetestowad te mozliwosé postanowitam wyjasnic, czy wysoki poziom Hcy wywotuje zmiany w
ekspres;ji biatek drozdzy. Zmiany proteomu drozdzy wywotane traktowaniem D,L-Hcy przez 3 godziny
analizowano przy uzyciu metod SILAC (ang. stable isotope labeling by amino acids in cell culture) i
iTRAQ (ang. isobaric tags for relative and absolute quantification). Zidentyfikowatam w sumie
deregulowanych 70 biatek — 38 o podwyzszonej (1,06-3,58-krotnie) i 32 — obnizonej ekspresji (0,21-
0,88-krotnie). Eksperymenty SILAC przeprowadzone w trzech stezeniach Hcy (0,2, 1, 5 mmo/L),
wykazaty, ze zmiany ekspresji wiekszosci biatek o podwyzszonej ekspresji zidentyfikowane we
wszystkich trzech warunkach stezenia Hcy i potwierdzone przez iTRAQ byty zalezne od stezenia Hcy.
Poziom wiekszosci biatek o obnizonej ekspresji byt réwniez zalezny od stezenia Hcy, z kilkoma
wyjatkami, w tym MET17, MET6 i ALDS.

Analize wzbogacania biatek, ktorych ekspresja ulegta zmianie w odpowiedzi na HHcy za pomoca
narzedzia STRING, przeprowadzono pod kagtem komponentu komérkowego, proceséw biologicznych,
funkcji molekularnej i szlakdw KEGG. Wiekszos¢ biatek o zmienionej ekspresji zlokalizowanych jest w
cytoplazmie i mitochondrium. Niektdre z nich wystepujg jako czes¢ nukleoidéw mitochondrialnych
(ALD4, HSP60, ILV5, LPD1), macierzy mitochondrialnej (ALD4, ALD5, ARG5,6, ARG7, ARGS, BAT1,
HSP60, ILV5, LPD1), kompleksu syntazy karbamoilofosforanowej (CPA1, CPA2), kompleksu reduktazy
siarczynowej (NADPH) (MET10, MET5) i kompleksu eukariotycznego czynnika elongacji translacji 1
(TEF1, TEF4). Pie¢ najwazniejszych procesdw biologicznych, w ktérych biorg udziat biatka o
zmienionej ekspresji to proces metaboliczny matych czasteczek, proces biosyntezy aminokwaséw
komérkowych, proces biosyntezy kwasu karboksylowego, proces biosyntezy a-aminokwaséw i proces
metabolizmu aminokwaséw komadrkowych. Istotnie wzbogaconymi funkcjami molekularnymi biatek o
zmienionej ekspresji sg aktywnos¢ katalityczna, aktywnos$¢ oksydoreduktazy, wigzanie jondw,
wigzanie matych czasteczek i wigzanie anionéw, podczas gdy wzbogacone szlaki KEGG to szlaki
metaboliczne, biosynteza antybiotykdw, metabolity wtérne i kwas 2-oksokarboksylowy.

Najwazniejszym osiggnieciem przedstawianej pracy jest zidentyfikowanie biatek zawierajgcych reszty
N-Hcy-Lys w drozdzach. Niektére ze zidentyfikowanych miejsc N-homocysteinylacji in vivo pokrywaia
sie_ze znanymi miejscami _modyfikacji posttranslacyjnych, co moze mie¢ znaczenie w funkcjonalnej
proteomice, poprzez regulacje aktywnosci biatka, lokalizacji, oddziatywania z innymi czgsteczkami i
stabilnosci. Opisane odkrycia sugerujg, ze N-homocysteinylacja biatek i rozregulowanie proteostazy
komérkowej wptywajacej na biatka rybosomalne, biosynteze aminokwaséw i zmiany w
podstawowych szlakach komérkowych, przyczyniajg sie do toksycznosci podwyzszonego poziomu
Hcy u drozdzy. Biatka homologiczne mogg brac udziat w toksycznos$ci HHcy w komérkach ludzkich i
zwierzecych [24] (publikacja 1 cyklu habilitacyjnego).

Zmiany ekspresji gendéw wywotane przez HHcy obserwowane w wykonanych przez nas
eksperymentach na drozdzach, znajdujg rowniez potwierdzenie w innych badaniach prowadzonych
na liniach komérkowych i organizmach wyzszych. Przygladajagc sie wynikom badan nad
metabolizmem i patofizjologig Hcy, mozna wnioskowac, ze efekty jakie wywotuje HHcy zaleza od ptci
i tkanki. Ztozono$¢ odpowiedzi na HHcy opisano w pracy przegladowej [10] nalezgcej do cyklu
habilitacyjnego (publikacja 2 cyklu habilitacyjnego), w ktérej dokonano miedzy innymi zestawienia
szklakow biologicznych modulowanych przez HHcy wywotang w liniach komodrkowych oraz
organizmach modelowych — myszach i szczurach. W pracy przegladowe] skupilismy sie na
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epigenetycznej regulacji ekspresji gendw w warunkach HHcy. Hcy i jej metabolity ze wzgledu na
swoje powigzanie z metabolizmem jednostek jednoweglowych, zaburzajg epigenetyczng kontrole
ekspresji gendw na poziomie metylacji DNA, modyfikacji histondw oraz niekodujgcych RNA.
Dokonalismy przegladu literatury wszystkich trzech wymienionych pozioméw regulacji. Publikacja
zawiera zestawienie efektéw HHcy na procesy metylacji DNA in vitro i in vivo, obejmujace wptyw na
poziomy SAM, SAH, SAM/SAH, metylotransferaz DNA i metylacje DNA promotoréw gendw, ekspresje
gendw i poziomy biatek. W szczegdlnosci chciatabym podkresli¢ role modyfikacji histonéw w regulacji
ekspresji gendw w HHcy, jako ze zachodzg one m.in. na resztach Lys, ktére mogg podlegac procesowi
N-homocysteinylacji. Czynniki, ktére wptywaja na poziom tHcy, a wiec dieta (wysoki poziom Met,
niedobér folianu i kobalaminy), wiek, pte¢ oraz czynniki genetyczne, wptywajg na modyfikacje
histonéw, wiaczajagc acetylacje, metylacje i N-homocysteinylacje. Co bardzo wazne, znaleziono
powigzanie miedzy poziomem N-homocysteinylowanego na reszcie Lys 79 histonu H3, a poziomem
Hcy i ekspresjg gendéw zwigzanych w rozwojem wad cewy nerwowej w mdzgach ptodéw ludzkich [10]
(publikacja 2 cyklu habilitacyjnego).

4.3.7 Rola paraoksonazy 1 w ochronie przed N-homocysteinylacjg

Opisane w publikacjach cyklu habilitacyjnego, przyktady N-homocysteinylacji, ktéra wptywa na
funkcje biatek oraz moze zaburza¢ zachodzenie innych modyfikacji posttranslacyjnych [22-24]
(publikacje 1, 4, 9 cyklu habilitacyjnego), swiadczg o toksycznosci tiolaktonu Hcy. Tiolakton Hcy jest
predyktorem ostrego zawatu miesnia sercowego u 0séb z chorobg sercowo-naczyniowg, niezaleznym
od znanych czynnikdéw ryzyka i tHcy osocza. Poziomy tiolaktonu Hcy nie ulegajg redukcji na skutek
terapii kwasem foliowym i witaming B, ktére obnizajg poziom tHcy [81].

Jednym z mechanizmdéw usuwania tiolaktonu Hcy z organizmu jest filtracja nerkowa i wydalanie z
moczem [28, 32]. Drugim sposobem pozbywania sie tej reaktywnej formy Hcy jest hydroliza
enzymatyczna.

Pierwsze doniesienia na temat tiolaktonazowej aktywnosci ludzkiej surowicy pochodzg z badan
Dudman i wsp. [82], natomiast Jakubowski wykazat, ze za te aktywno$¢ odpowiedzialna jest
paraoksonaza 1 (PON1), zalezny od wapnia enzym, przenoszony przez lipoproteine o duzej gestosci
(HDL) [26]. Nazwa tego enzymu pochodzi od zdolnosci do hydrolizy paraoksonu, aktywnego
metabolitu insektycydu parationu.

W publikacji przeglagdowej [83] nalezacej do cyklu habilitacyjnego (publikacja 5 cyklu habilitacyjnego)
obok opisu struktury biatka PON1, mechanizmu katalizy enzymatycznej, polimorfizmdéw genu PON1, a
takze powigzan miedzy genotypem, aktywnoscig a stanami chorobowymi, przedyskutowane zostaty
funkcje enzymu, wokdt ktérych istnieje sporo kontrowersji. Uwaza sie, ze PON1 przyczynia sie do
przeciwmiazdzycowych funkcji HDL u myszy [84] i ludzi [85, 86], jednak doktadny mechanizm lezgcy u
podfoza tego dziatania nie jest doktadnie poznany. Myszy z uszkodzonym genem Ponl majg wieksze
zmiany miazdzycowe w aortach niz kontrolne [84, 87] i sg rdéwniez bardziej wrazliwe na
neurotoksycznos$é wywotang przez dootrzewnowe nastrzyki tiolaktonu Hcy [88].

Metaanaliza obejmujaca 43 badania przeprowadzone na ludziach (tgcznie 11 212 przypadkéw z
choroba wierncowa serca i 12 786 kontrolnych) wykazata, ze warianty polimorficzne PON1 nie maja
zwigzku (M55, (-107)T) lub s3 staba powigzanie (R192) z chorobg wieicowg serca [89].
Bhattacharyya i wsp. stwierdzili jednak, ze genotyp PON1 QQ192 jest zasocjowany z obnizong
aktywnoscia PON1 i z podwyzszonym poziomem ogdlnoustrojowych wskaznikdw stresu
oksydacyjnego. Osoby z genotypem PON1 RR192 charakteryzujg sie nizszym poziom
ogoélnoustrojowych wskaznikéw stresu oksydacyjnego w pordwnaniu z osobami posiadajgcymi
genotyp PON1 QQ192 oraz dopasowanymi pod wzgledem wieku, ptci i rasy. Ponadto, u oséb z
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genotypem PON1 QQ192 istotnie czeSciej wystepowata choroba wiericowa, natomiast u osdb z
najwyzszego kwartyla aktywnosci paraoksonazy i arylesterazy PON1 obserwowano nizszg czestosé
wystgpienia zawatu serca, udaru mdézgu oraz zgonu z przyczyn ogdlnych [85].

Odkrycie tiolaktonazowej aktywnosci biatka PON1 [26] rzucito nowe Swiatto na fizjologiczng funkcje
PON1 oraz dato podwaliny do postawienia hipotezy zgodnie z ktérg ochronna funkcja tego enzymu
moze by¢ zwigzana z hydroliza tiolaktonu Hcy i zapobieganiem N-homocysteinylacji biatek [26, 83].

Okazato sie, ze PON1 chroni przed akumulacjg N-Hcy-biatka in vitro [15, 90], dlatego istotne stato sie
stwierdzenie, czy takg samg zaleznos¢ mozna zaobserwowac w organizmie cztowieka. Aby okresli¢
funkcje PONL1 in vivo, zbadalismy, jak naturalna zmiennos¢ w aktywnosci tiolaktonazy PON1 wptywa
na poziom N-Hcy-biatka w osoczu cztowieka. Badanie zostato przeprowadzone na prébkach osocza i
surowicy pochodzacych od 28 pacjentéw z niedoborem B-syntazy cystationinowej. Odkrylismy, ze
poziom N-Hcy-biatka w osoczu jest negatywnie skorelowany z aktywnoscig tiolaktonazowag w
surowicy (r=-0,43, p=0,01). Stwierdzilismy takze, ze aktywnosci enzymatyczne biatka PON1 wzgledem
sztucznych substratow sg stabiej skorelowane (paraokson, r=-0,36, p=0,025) lub w ogdle nie korelujg
(octan fenylu, y-tiobutyrolakton) z poziomem N-Hcy-biatka osocza. Wykazalismy rowniez, ze
aktywnos¢ tiolaktonozowa PON1 jest silnie skorelowana z aktywnoscig paraoksonazowg, natomiast
nie koreluje z aktywnoscig arylesterazowa. Te wyniki pozwolity stwierdzié, Zze aktywnosc¢
tiolaktonazowa PON1 jest wyznacznikiem poziomu N-Hcy-biatka w osoczu oraz moze zapobiegaé N-
homocysteinylacji biatek in vivo [29] (publikacja 7 cyklu habilitacyjnego). W publikacji przegladowe;j
[83] nalezacej do cyklu habilitacyjnego (publikacja 5 cyklu habilitacyjnego) opisano doniesienia
sugerujace, ze hydrolizujgc tiolakton Hcy, a wiec ograniczajgc N-homocysteinylacje biatek, PON1
moze chroni¢ przez miazdzycg, zakrzepicy i chorobg mdzgu. Potwierdzenie powigzania aktywnosci
PON1 z poziomem N-Hcy-biatka ptynie réwniez z badari na zwierzetach. Myszy Ponl” ktére maja
uszkodzong zdolnos$¢ hydrolizy tiolaktonu Hcy, cechuje podwyzszony poziom N-Hcy-biatka i wydalajg
wiecej tiolaktonu Hcy z moczem niz myszy Pon1*/* [88]. Myszy Pon1” sg réwniez bardziej wrazliwe na
neurotoksycznos¢ tiolaktonu Hcy [88].

Aby uzyskac¢ gtebszy wglad w fizjologiczng funkcje PON1 u cztowieka wykonalismy badanie wptywu
polimorfizméw w genie PON1 na poziom tiolaktonu Hcy wydalanego z moczem. Jednym z najlepiej
poznanych polimorfizméw genu PON1, ktéry wptywa na aktywnos¢ enzymatyczng, jest zamiana
reszty glutaminy (wariant Q) na reszte argininy (wariant R) w pozycji 192 taricucha polipeptydowego
PON1. Naszym celem byto sprawdzenie, czy polimorfizm PON1-192, jest powigzany z poziomem
tiolaktonu Hcy w moczu. Badanie przeprowadziliSmy na grupie 233 oséb z chorobg wiencowa, ktérzy
uczestniczyli w programie WENBIT (ang. Western Norway B-Vitamin Intervention Trial) [91]. Nosiciele
allelu PON1-192R mieli istotnie nizsze poziomy tiolaktonu Hcy (znormalizowanego na kreatynineg) niz
osoby posiadajace allel PON1-192Q. Osoby z niskg aktywnoscig paraoksonazy PON1 w surowicy miaty
istotnie wyzsze stezenie tiolaktonu Hcy w pordwnaniu z osobami o wysokiej aktywnosci

paraoksonazy. W odrdznieniu od paraoksonazy, aktywnos¢ arylesterazy i poziom biatka PON1, nie
byty powigzane ze stezeniem tiolaktonu Hcy. Podsumowujgc, odkrycia te sugerujg, ze PON1
hydrolizuje tiolakton Hcy u ludzi i moduluje niekorzystne efekty HHcy [30] (publikacja 3 cyklu
habilitacyjnego). W tej publikacji po raz pierwszy zostato pokazane, ze poziomy tiolaktonu Hcy sg
powigzane z polimorfizmem Q192R genu PON1 i aktywnoscig paraoksonazowa biatka PON1 u ludzi.

4.3.8 Podsumowanie

Celem badan byto wykazanie roli N-homocysteinylacji biatek w patomechanizmie zaburzen
zwigzanych z HHcy oraz stwierdzenie czy paraoksonaza 1 chroni przed szkodliwym dziataniem
tiolaktonu Hcy.
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Stwierdzono obecnosci N-Hcy-biatka w ludzkich i mysich tkankach objetych miazdzycg, co
potwierdzito hipoteze, ze N-homocysteinylacja biatek moze by¢ jednym z mechanizmoéw toksycznosci
HHcy [21] (publikacja 8 cyklu habilitacyjnego). Zauwazono redukcje poziomu wigzan poprzecznych
Pyd/Dpd w kolagenie myszy Cbs”, ktéremu towarzyszyt wzrost poziomu N-homocysteinylacji, co
sugeruje, ze jednym z mechanizméw powstawania nieprawidtowosci tkanki tgcznej obserwowanych
w HHcy jest N-homocysteinylacja kolagenu [23] (publikacja 4 cyklu habilitacyjnego). Wykazano
istnienie subtelnych zmian strukturalnych objawiajgcych sie zwiekszong odpornoscig N-Hcy-
cytochromu ¢ na degradacje proteolityczng oraz zmiang stanu redoks zelaza hemu, co wskazuje, ze
N-homocysteinylacja moze interferowa¢ z funkcjg biatek hemowych [22] (publikacja 9 cyklu
habilitacyjnego). Zmapowano miejsca N-homocysteinylacji w proteomie drozdzy, dzieki czemu
mozliwe byto stwierdzenie, ze czesciowo pokrywajg sie one ze znanymi miejscami innych modyfikacji
posttranslacyjnych, co moze mieé¢ znaczenie w funkcjonalnej proteomice, poprzez regulacje
aktywnosci biatka, lokalizacji, oddziatywania z innymi czgsteczkami i stabilnosci. Stan HHcy, ktéremu
towarzyszy N-homocysteinylacja biatek, wywotuje deregulacje poziomoéw biatek wtaczajac biatka
rybosomalne, a takze zaangazowane w biosynteze aminokwaséw i podstawowe szlaki komérkowe.
Homologiczne biatka mogg brac udziat w toksycznos$ci HHcy w komérkach ludzkich i zwierzecych [24]
(publikacja 1 cyklu habilitacyjnego).

Badajac role PON 1 stwierdzono, ze aktywnos¢ tiolaktonazowa PON1 jest wyznacznikiem poziomu N-
Hcy-biatka w osoczu oraz moze zapobiegaé¢ N-homocysteinylacji biatek in vivo [29] (publikacja 7 cyklu
habilitacyjnego). Poziomy tiolaktonu Hcy sg powigzane z polimorfizmem Q192R genu PONI1 i
aktywnoscig paraoksonazowag biatka PON1 u ludzi. Osoby z niskg aktywnoscig paraoksonazy PON1 w
surowicy miaty istotnie wyzsze stezenie tiolaktonu Hcy w pordwnaniu z osobami o wysokiej
aktywnosci paraoksonazy, co sugeruje, ze PON1 hydrolizuje tiolakton Hcy u ludzi i moduluje
niekorzystne efekty HHcy [30] (publikacja 3 cyklu habilitacyjnego).

4.4 Pozostate osiggniecia

Po uzyskaniu stopnia doktora, réwnolegle do kierowania dwoma grantami, bytam i jestem
wykonawca grantow kierowanych przez prof. dr. hab. Hieronima Jakubowskiego. Jako efekt powstato
dotychczas dziewiec prac eksperymentalnych. Dzieki realizacji stazu podoktorskiego w USA powstata
jedna publikacja eksperymentalna. Jestem réwniez wspoéfautorem dwdch prac przeglagdowych
niewtgczonych do osiggniecia naukowego. Przed uzyskaniem stopnia doktora napisatam dwie prace
przegladowe w jezyku polskim oraz bytam wspétautorem dwéch prac eksperymentalnych.

Waznym nurtem moich badan sg prace zwigzane z czynnikami ryzyka udaru. Od roku 2017 jestem
gtéwnym badaczem projektéw naukowych kierowanych przez prof. dr. hab. Hieronima
Jakubowskiego o tematach: Determinanty i wartos¢ prognostyczna tiolaktonu homocysteiny u ludzi z
udarem oraz Determinanty tiolaktonu homocysteiny u ludzi zdrowych. Celem tych badan jest
poznanie nowych czynnikéw ryzyka udaru a w szczegdlnosci okreslenie wartosci prognostycznej
tiolaktonu Hcy oraz stwierdzenie jakie parametry sg zasocjowane z poziomem tiolaktonu Hcy u ludzi
zdrowych i z udarem. Mdj udziat w projektach polegat na opracowaniu dokumentacji potrzebnej do
otrzymania zgdd Komisji Bioetycznej na pozyskanie préobek od chorych z udarem oraz zdrowych
ochotnikow, rekrutacji ochotnikow, wspdtpracy ze szpitalem w celu organizacji poboru prébek od
pacjentéw oraz zdrowych ochotnikéw, organizacji bazy danych, obrébce danych, statystycznej
analizie danych, korespondencji z ochotnikami oraz analizach biochemicznych prébek, w tym
pomiarze aktywnosci PON1 w surowicy.

Uzyskane przeze mnie wyniki pomiaru aktywnosci PON1 w surowicy zostaty wykorzystane do
wyselekcjonowania z puli 300 ochotnikdw 100 oséb, ktére poddano analizie proteomicznej w celu
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identyfikacji réznic w poziomie biatek osocza skorelowanych z aktywnoscig i genotypem PON1.
Okazato sie, ze polimorfizm PON1-Q192R u cztowieka i indukowany genotyp Pon1”" u myszy zwigzane
sg z podobnymi zmianami w proteomie osocza. Biatkami, ktérych poziomy byty najbardziej zmienione
przez polimorfizm PON1-192 i genotyp Pon1”" byly biatka uczestniczace w metabolizmie lipoprotein.
Ponadto u cztowieka zmiany proteomiczne, ktére byty zalezne od genotypu PON1 dotyczyly biatek
zwigzanych z krzepnieciem krwi, kaskadami dopetniacza/krzepniecia, odpowiedzig ostrej fazy i
odpowiedzig immunologiczng. Nasze odkrycia sugerujg, ze PON1 oddziatuje ze szlakami
molekularnymi niezbednymi dla homeostazy krwi. Modulacja tych interakcji przez genotyp PON1
moze wyjasnia¢ zwigzek miedzy PON1 a chorobami sercowo-naczyniowymi i neurologicznymi [92].

PON 1 moze by¢ zwigzana z chorobami neurologicznymi wtgczajac chorobe Alzheimera [93]. Pacjenci
z tagodnym uposledzeniem funkcji poznawczych (MCI, ang. mild cognitive impariment) majq niska
aktywnos¢ arylesterazowg PON1 [94], ktéra jest zwigzana z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia
demencji naczyniowej [95]. Zbadanie aktywnosci PON1 w odniesieniu do zmian struktury i funkcji
mazgu byto przedmiotem moich kolejnych badan [96]. Dzieki nawigzaniu wspdtpracy przez Profesora
Jakubowskiego z Profesorem A. Davidem Smithem z Wielkiej Brytanii otrzymaliémy prébki moczu
oraz surowicy pacjentéw z projektu badawczego VITACOG [97]. Celem projektu VITACOG byto
stwierdzenie czy obnizenie tHcy przez suplementacje witaminami z grupy B hamuje atrofie mdzgu u
0s0b starszych z MCl. Wzieto w nim udziat 196 pacjentéw z MCl w wieku 77,6%4,8 lat, ktdrzy zostali
poddani 2-letniej suplementacji dzienng dawka 0,8 mg kwasu foliowego, 0,5 mg witaminy B, i 20 mg
witaminy Bg lub placebo. Prébki krwi i moczu zostaty zebrane przed przystgpieniem do programu oraz
po 24 miesigcach suplementacji witaminami. Okazato sie, w grupie traktowanej witaminami atrofia
mozgu byta o 30% zahamowana w pordwnaniu z osobami przyjmujgcymi placebo a wptyw
suplementu byt wiekszy w grupie o wyzszym poczgtkowym stezeniu tHcy. Ponadto wskaznik atrofii
byt mniejszy o 53% u pacjentéw nalezgcych do najwyziszego kwartylu tHcy [97]. Traktowanie
witaminami miato pozytywny wptyw na funkcje poznawcze, pamieé epizodyczng i semantyczng u
0s0b z poziomem tHcy powyzej mediany (11,3 umol/L) przed przystgpieniem do badania [98].

Méj udziat w opisanym badaniu [96] polegat na pomiarze dwdch aktywnosci PON1, paraoksonazowej
i arylesterazowej oraz na ich podstawie, okresleniu polimorfizmu Q192R genu PON1 [99, 100].
Uczestniczytam réwniez w statystycznej analizie danych. Na podstawie uzyskanych przeze mnie
wynikoéw, stwierdziliémy, ze PON1 to nowy czynnik zwigzany z zaburzeniami funkcji poznawczych u
0s6b z MCI. W grupie osdéb przyjmujacych placebo aktywnos$¢ arylesterazowa PON1 przed
rozpoczeciem suplementacji, w odrdéznieniu od aktywnosci paraoksonazowej i polimorfizmu PON1-
192, byta istotnie zwigzana z funkcja poznawczg, pamiecia epizodyczng i skupieniem
uwagi/szybkoscig przetwarzania pod koniec badania. Oprécz aktywnosci arylesterazowej,
predyktorami globalnej funkcji poznawczej byty poczatkowe stezenie zelaza i trigliceryddéw.
Suplementacja witaminami grupy B zniosta powigzanie PON1 z funkcjami poznawczymi. S3 to
pierwsze dowody eksperymentalne sugerujgce, ze PON1 moze odgrywac role w osrodkowym
uktadzie nerwowym, wptywajgc na poznanie w domenie ogdlnej (poznanie globalne), a takie w
bardziej szczegdtowych dziedzinach, takich jak pamieé epizodyczna i skupienie uwagi/szybkosc¢
przetwarzania. Wyniki te potwierdzajg réwniez koncepcje, zgodnie z ktorg PON1 jest czynnikiem
ryzyka pogorszenia funkcji poznawczych w MCI. Efekt ten moze zostaé zniesiony przez witaminy z
grupy B, wskazujgc tym samym na nowy pozytywny aspekt leczenia witaming B na osrodkowy uktfad
nerwowy [96].

Wyniki opisanej pracy wskazujg, ze aktywnos$¢ arylesterazowa PON1 jest negatywnie skorelowana z
poziomem zelaza, glinu i krzemu w surowicy pacjentéw z MCI [96]. Zaburzenie homeostazy w mdzgu
metali takich jak zelazo, miedz, cynk i wapn jest $cisle zwigzane z rozwojem choroby Alzheimera
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[101]. Ze wzgledu na fakt, ze nie byto wiadome jak poziom rdznych pierwiastkdw wptywa na funkcje
poznawcze u pacjentéw z MCI, przeprowadzilismy badanie, w ktédrym okreslilismy powigzanie miedzy
poziomem zelaza, miedzi, arsenu, glinu i krzemu a wskaZznikiem atrofii mézgu i funkcjami
poznawczymi, a takze ich interakcje z tHcy i Cys i wptyw witamin grupy B na te powigzania.
Stwierdzilismy, ze poziom zelaza w surowicy pacjentdw z MCl na poczatku badania byt gtéwnym
determinantem atrofii mézgu i funkcji poznawczych po dwdch latach badania. Inne pierwiastki (glin,
arsen, miedz, krzem) nie byly zwigzane ze wskaznikiem atrofii mézgu w grupie placebo. Przed
rozpoczeciem suplementacji zelazo, cysteina i homocysteina byty istotnie pozytywnie skorelowane ze
wskaznikiem atrofii moézgu. Efekty Hcy na tempo atrofii mézgu byty modyfikowane przez zelazo i
cysteine. Wyjsciowe poziomy zelaza, miedzi, glinu i krzemu byty istotnie powigzane z jedng lub
kilkkoma domenami poznawczymi: pamiecia semantyczng, werbalng pamiecia epizodyczng,
uwagy/szybkoscig przetwarzania i funkcja wykonawczg. Pod koniec badania w grupie placebo
poczatkowy poziom zelaza, miedzi, glinu i krzemu byly predyktorami funkcji poznawczych w co
najmniej jednej domenie poznawczej (pamie¢ semantyczna, werbalna pamie¢ epizodyczna,
wzrokowo-przestrzenna pamiec¢ epizodyczna, uwaga/szybkos$é przetwarzania i globalne poznanie).
Pod koniec badania zaleznosci takie nie byty obserwowane w grupie przyjmujacej witaminy z grupy B.
Odmienny wptyw poziomu zelaza, miedzi, glinu, krzemu i homocysteiny w surowicy na funkcje
poznawcze i atrofie mdzgu u osdéb z MCI sugerujg, ze uposledzenie funkcji poznawczych jest
niezalezne od atrofii mézgu u tych pacjentéw [102].

Modyfikacja biatek przez tiolakton Hcy skutkuje nabyciem wtasciwosciach immunogennych i indukcjg
produkcji specyficznych autoprzeciwciat. Przeciwciata te sg zwigzane z udarem oraz chorobg
wiencowg [103, 104]. Nie byto jednak wiadomo czy sg powigzane z funkcjami poznawczymi oraz czy
witaminy B zmieniajg te powigzania. Wyniki kolejnych badan przeprowadzonych na prdébkach od
pacjentéw z MCI z programu VITACOG, w ktérych powstaniu uczestniczytam, sugerujg, ze
autoprzeciwciata przeciwko N-Hcy-biatku mogg ostabia¢ funkcjonowanie mdzgu (uwaga/szybkosé
przetwarzania i globalne poznanie), jednak bez wptywu na atrofie mdzgu. Okazato sie, ze
autoprzeciwciata przeciwko N-Hcy-biatku to nowy czynnik zwigzany z zaburzeniami funkcji
poznawczych, ktére mogg by¢ ztagodzone przez witaminy z grupy B. U oséb z MCI przed
przystgpieniem do programu suplementacji, autoprzeciwciata przeciwko N-Hcy-biatku byty istotnie
powigzane z zaburzeniami globalnych funkcji poznawczych, pamieci epizodycznej oraz szybkosci
uwagi/przetwarzania. Pod koniec badania (po okresie przyjmowania suplementacji witaminami)
autoprzeciwciata przeciwko N-Hcy-biatku byty powigzane z uposledzonym poznaniem globalnym i
szybkoscig uwagi/przetwarzania. W grupie placebo, przed rozpoczeciem suplementacji
autoprzeciwciata przeciwko N-Hcy-biatku byly predyktorami homocysteiny, globalnych funkcji
poznawczych i szybkosci uwagi/przetwarzania, ale nie atrofii mdzgu na koncowym etapie badania.
Powyziszych zaleznosci nie zaobserwowalismy w grupie oséb przyjmujacych witaminy grupy B, co
wskazuje, ze zniosty one asocjacje autoprzeciwciat anty-N-Hcy-biatko z funkcjami poznawczymi [105].

Zespot prof. dr. hab. Hieronima Jakubowskiego zidentyfikowat reszty Lys albuminy [106, 107] i
fibrynogenu cztowieka [72] ulegajace N-homocysteinylacji in vivo. Miatam udziat w odkryciu, ze
poziom N-homocysteinylacji biatek jest podwyzszony w mysich modelach HHcy [18, 31], oraz jestem
wspotautorem pracy, w ktorej zidentyfikowano 28 reszt Lys albuminy ulegajgcych N-
homocysteinylacji in vivo u myszy [108]. Stwierdzono réwniez, ze dwie z nich (Lys 212 i Lys 525)
ulegajg preferencyjnej modyfikacji tiolaktonem Hcy in vitro, a ilo$¢ peptydu niosgcego
zmodyfikowane w/w reszty Lys jest proporcjonalna do stezenia tiolaktonu Hcy uzytego do
modyfikacji. Te same reszty Lys zostaty réwniez zidentyfikowane w osoczu myszy, co Swiadczy o tym,
ze ulegajg modyfikacji tiolaktonem Hcy réwniez in vivo. Samice i samce myszy Cbs”" miaty znaczgco
podwyzszone poziomy modyfikacji K212Hcy i K525Hcy w surowicy albuminy w stosunku do samic i
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samcéw typu dzikiego (Chbs*"). Dodatkowo stwierdzono, ze poziomy modyfikacji K212Hcy byty
znacznie wyisze u samcOw niz u samic myszy zaréwno Cbs” jak i kontrolnych. M¢j udziat w
badaniach polegat na pomiarze tHcy w osoczu myszy z niedoborem genu Cbs (n=23) oraz kontrolnych
(n=12), co pozwolito stwierdzi¢, ze tHcy wyjasniata odpowiednio 7,5% i 3,8% wariancji poziomu
K212Hcy i K525Hcy [108].

Niedobdr B-syntazy cystationiny (CBS) jest rzadkg chorobg genetyczng charakteryzujgcy sie silnie
podwyzszonym poziomem tHcy i jej metabolitéw w osoczu [11] oraz zmianami patologicznymi w
obrebie uktadu sercowo-naczyniowego, kostnego i nerwowego [4]. Nieleczone powiktania
naczyniowe u pacjentéw z CBS” sg powodem przedwczesnej $mierci (20-25% $miertelno$¢ w wieku
30-50 lat) [109]. Mechanizmy molekularne prowadzace do skrdcenia dtugosci zycia pacjentéw z
niedoborem CBS nie s3 w petni poznane. Skrdécenie telomeréw i liczba kopii mitochondrialnego DNA
(mtDNA) sg zwigzane z chorobami cztowieka i ze skrécong dtugoscig zycia, dlatego jednym z
liczby kopii mtDNA. Wzietam udziat w badaniu majgcym na celu zbadanie dtugosci telomerdw i liczby
kopii mtDNA w leukocytach pacjentéw z niedoborem CBS i 0séb kontrolnych. Méj udziat w badaniu
polegat na pomiarze poziomu tHcy w osoczu pacjentéw CBS”" (n=23) oraz dobranej pod wzgledem
wieku i pfci grupie kontrolnej (n=28), statystycznej analizie wynikdw i przygotowaniu wykreséw do
publikacji. Stwierdzilismy, ze dtugos¢ telomeréw byta znacznie zwiekszona w ciezkiej HHcy u
pacjentéw CBS” ptci zenskiej, ale bez zmian u pacjentéw CBS”~ pici meskiej z ciezkq HHcy, w
poréwnaniu z odpowiadajgcymi osobami z grupy kontrolnej, ktorzy mieli normalne poziomy tHcy w
osoczu. Analiza regresji wielorakiej pozwolita stwierdzi¢, ze dtugos¢ telomeréw byta powigzana z
genotypem CBS u kobiet, ale nie u mezczyzn. Genotyp CBS”* natomiast nie miat istotnego wptywu na
liczbe kopii mtDNA. Podsumowujgc wykazalismy, ze gen CBS wptywa na dtugosé telomerdw u kobiet.
Dzieki przeprowadzeni powyzszych analiz mozna byto stwierdzi¢, ze ani skrdocenie telomerdéw, ani
zmniejszona liczba kopii mtDNA nie przyczynia sie do skrdcenia zycia pacjentéw z niedoborem CBS
[110].

Podobnie jak u ludzi, rowniez w przypadku myszy niedobdér CBS powoduje ciezkg HHcy i skrécenie
dtugosci zycia. ZbadalisSmy mozliwe powigzanie markeréw senescencji, mtDNA i telomerdw z
dtugoscia zycia myszy Cbs”". Odkryliémy, ze poziomy mRNA p21, Pai-1, Mcpl i I-6 zwigzane ze
starzeniem sie byly istotnie podwyzszone (2-10-krotnie) w watrobie, podczas gdy p21 byto
podwyzszone w mézgu myszy Cbs”- w poréwnaniu z myszami Cbs”~ w sposéb zalezny od pici i wieku.
Genotyp Cbs”,, w odrdznieniu od pici i wieku, nie miat wptywu na dtugo$é telomeréw we krwi,
watrobie i mézgu myszy, natomiast poziom mtDNA miat tendencje do obnizenia sie w watrobie, ale
nie w mézgu i krwi, samic Cbs”. Genotyp Chs” znaczaco obnizyt ekspresje mRNA telomerazy w
mazgu, ale nie watroby, w sposdb zalezny od pfci i wieku. Analiza regresji wielorakiej wykazata, ze
markery senescencji i mtDNA watroby (w odrdznieniu od médzgu) byty zwigzane z genotypem Cbs.
Natomiast dtugos$¢ telomeréw we krwi, mdzgu i watrobie nie byta zwigzana z genotypem Cbs lub
HHcy, ale byta zwigzane z ptcig (w moézgu watroby) i wieku (w moézgu i krwi). Podsumowujac, odkrycia
te sugeruja, ze zmiany ekspresji markeréw starzenia i pozioméw mtDNA, ale nie skracanie
telomeréw, moga odpowiadac za skrécenie dtugosci zycia myszy Cbs”". Mdj udziat w badaniu polegat
na pomiarze poziomu tHcy w osoczu myszy Cbs”" (n=40) oraz dobranej pod wzgledem wieku i pfci
grupie kontrolnej (n=40). Bratam rowniez udziat w statystycznej analizie wynikow i przygotowatam
wykresy do publikacji [111].

W latach 2007-2009 odbytam staz podoktorski w University of Medicine and Dentistry New Jersey
Medical School (obecnie Rutgers University) pod kierunkiem dr. Wtodka Mandeckiego. Pracowatam
nad realizacjg grantu finansowanego przez National Institutes of Health w ramach $1000 Genome
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Program. W projekcie planowano wykorzysta¢ rybosomy do sekwencjonowania kwasow
nukleinowych. W tym celu konieczne bylo zoptymalizowanie metody FRET (ang. single-pair
fluorescence resonance energy transfer) a w szczegdlnosci maszynerii sktadajgcej sie z tRNA
wyznakowanego barwnikiem fluorescencyjnym oraz biatek wyznakowanych wygaszaczem
fluorescencji. W stosowanym przeze mnie uktadzie donorem byt specyficzny aminoacylo-tRNA
wyznakowany barwnikiem fluorescencyjnym natomiast akceptorem czynnik elongacyjny EF-Tu
sprzezony z wygaszaczem. Jednym z wyzwan byto umieszczenie wygaszacza w odpowiednim miejscu
czasteczki EF-Tu. Wygaszacz ten taczy sie z grupami tiolowymi reszt Cys biatka. EF-Tu E.coli ma trzy
reszty cysteiny, Cys81, Cys137 i Cys255, ktére mogg potaczyé sie z wygaszaczem, co komplikowatoby
interpretacje wynikdow. Aby unikng¢ zaktécen podczas znakowania wygaszaczem, trzy reszty Cys
wystepujace naturalnie w EF-Tu u E. coli zostaty zmutowane odpowiednio do Ser, Ala i Val.
Stwierdzono, ze aktywnos¢ powstatego mutanta tréjpunktowego (o nazwie EF-Tu SAV) nie odbiegata
od aktywnosci biatka EF-Tu typu dzikiego. Po usunieciu reszt Cys wystepujacych naturalnie w EF-Tu
uzyskano dziesie¢ biatek zmutowanych, z tylko jedng resztg Cys wprowadzong w 10 rdéznych
pozycjach. Moim zadaniem byta nadprodukcja zmutowanych form EF-Tu w E. coli, ich izolacja,
oczyszczenie i przetestowanie aktywnosci w celu wybrania najbardziej aktywnych i nadajacych sie do
wykorzystania w projekcie sekwencjonowania. Zmutowane czgsteczki EF-Tu poddatam nadekspresji
w formie biatka fuzyjnego z S-transferazg glutationowg (GST), ktéra umozliwita mi ich izolacje i
oczyszczenie. Wtasciwosci obu typow zmutowanego EF-Tu, czyli natywnego i potaczonego z GST,
ocenitam z uzyciem kilku metod in vitro tj. pomiarem zdolnosci biatek do wigzania GDP i aminoacylo-
tRNA, a takze ich aktywnosci w translacji taricucha mRNA poli(U) na poli(Phe). Na podstawie wynikéw
tych testéw, do dalszych badan wybrano trzy najbardziej aktywne mutanty EF-Tu: EF-Tu SAVK324C,
EF-Tu SAVG325C i EF-Tu SAVE348C. Analize funkcjonalng mutantdw EF-Tu oraz biatka natywnego
przeprowadzitam czterema metodami: wigzania GDP, inhibicji deacylacji aminoacylo-tRNA przez EF-
Tu, opdznienia migracji aminoacylo-tRNA w zelu i translacji in vitro (synteza poliPhe na tarcuchu
poliU). Najbardziej aktywne formy EF-Tu byly testowane réwniez w formie biatek fuzyjnych z GST
[112]. Wyniki moich badan znaczaco przyczynity sie do opracowania metody identyfikacji inhibitoréow
interakcji miedzy EF-Tu i tRNA u bakterii, kluczowego etapu biosyntezy biatka. Metode te
wykorzystano do wysokoprzepustowej identyfikacji antybiotykdéw, ktére aktualnie sg w fazie testéw
na zwierzetach (zatacznik 9 do wniosku).

4.5 Plany badawcze

Doswiadczenie w identyfikacji miejsc N-homocysteinylacji w indywidualnych biatkach oraz w
proteomie drozdzy, wykorzystuje obecnie do badania proteomdéw mysich modeli HHcy genetycznej i
dietetycznej. Wyniki uzyskane dla proteomdéw poszczegdlnych organdw myszy pozwolg wytonic
biatka szczegdlnie podatne na modyfikacje tiolaktonem Hcy, okresli¢ cechy strukturalne biatek
determinujgce te podatno$¢ oraz uzyska¢ wglad w patomechanizm HHcy zwigzany z N-
homocysteinylacjg biatek.

W ostatnich latach oczy wielu naukowcéw zwrécity sie w kierunku nowej jednostki chorobowej
COVID-19. Zgromadzone dowody sugerujg, ze metabolizm jednoweglowy odgrywa wazng role w
przebiegu zakazenia wirusem SARS-CoV-2, co opisatam w pracy przeglagdowej [113]. Ze wzgledu na
fakt, ze pacjenci z COVID-19 prezentujg zréznicowane nasilenie objawéw klinicznych, od braku
objawdéw, poprzez mniej i bardziej nasilone, az do s$mierci, istotne jest okreslenie czynnikdéw
determinujgcych nasilenie choroby. Z gorszym przebiegiem choroby wigze sie podeszty wiek i
choroby wspétistniejgce, zwtaszcza przewlekta obturacyjna choroba ptuc, otytos¢, cukrzyca, choroby
uktadu krazenia i nadcisnienie. Objawy dtugiego COVID-19 sg podobne do tych prezentowanych przez
osoby cierpigce na niedobdr witaminy Bi, (niedokrwistos¢ ztosliwa) [113]. W odpowiedzi na pytanie

26



co réznicuje pacjentow o réinych stopniach nasilenia objawow COVID-19 pomdc mogg badania
proteomiczne i metabolomiczne. Analiza ponad dwudziestu badan proteomicznych dotyczacych
osocza i surowicy pacjentéw z COVID-19 ujawnita rozregulowanie trzech szlakow: kaskady
dopetniacza i krzepniecia, oddziatywan cytokin z receptorami cytokin a metabolizm cholesterolu
[114]. Ze wzgledu na fakt, ze dysponujemy materiatem biologicznym od osdb, ktére wziety udziat w
badaniu determinant tiolaktonu Hcy u ludzi zdrowych planujemy poszerzy¢ te analizy o ankiete
dotyczacg wystgpienia i przebiegu choroby COVID-19 u tych osdb. Na jej podstawie oraz z
wykorzystaniem zgromadzonych danych na temat poziomu parametréw biochemicznych oraz
polimorfizméw w genach metabolizmu homocysteiny i jej pochodnych, planujemy poszukiwanie
determinant stopnia nasilenia COVID-19 a takze wystgpienia zdarzen sercowo-naczyniowych.

W kregu moich zainteresowan pozostaje rola paraoksonazy 1 w detoksykacji tiolaktonu Hcy zaréwno
w modelu mysim z niedoborem PON1 [84] jak i u cztowieka, w stanach patologicznych takich jak udar
oraz schytkowa niewydolnosé nerek. Chciatabym zbadad jak niedobér PON1 wptywa na miejsca N-
homocysteinylacji w proteomie myszy oraz czy interferujg one z wystepowaniem innych modyfikacji
posttranslacyjnych. Istnieje wiele dowoddw na obnizong aktywnos$¢ paraoksonazy 1 w stanach
patologicznych u ludzi, takich jak choroba wiencowa, niewydolnos$¢ nerek, choroba Alzheimera,
cukrzyca, zwyrodnienie plamki zéttej zwigzane z wiekiem i udar niedokrwienny [83]. Pacjenci ze
schytkowg niewydolnoscig nerek otrzymujgcy terapie nerkozastepcza cierpig na chorobe sercowo-
naczyniowg, ktéra jest gtéwng przyczyng ich Smiertelnosci. Wykazujg zaburzenia metaboliczne, ktére
moga przyspiesza¢ rozwdj blaszek miazdzycowych, na przyktad nieprawidtowosci lipoproteinowe i
nadcisnienie. Interesujgce bytoby zbadanie jak aktywnosci PON1 wptywajg na poziom tiolaktonu Hcy
w moczu pacjentéw z niewydolnoscig nerek oraz czy jest czynnikiem determinujgcym czas przezycia
po transplantacji nerek.
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01.12.2007-31.03.2009 — Post-doc w Department of Microbiology, Biochemistry and Molecular
Genetics, University of Medicine and Dentistry of New Jersey, New Jersey Medical School (obecnie

New Jersey Medical School, International Center for Public Health, Rutgers University), Newark, USA.

32



Podczas stazu podoktorskiego bratam udziat w realizacji projektu finansowanego przez National
Institutes of Health, dotyczacego opracowania metody niskobudzetowego sekwencjonowania
genomu cztowieka z wykorzystaniem tRNA, ktérego kierownikiem byt prof. dr hab. Wlodek
Mandecki. Zatacznik 9 do wniosku.

Zakres obowigzkow: Ekspresja biatek w bakteriach E.coli, oczyszczanie biatek, analiza aktywnosci
mutantdw EF-Tu, aminoacylacja, translacja in vitro, analiza tworzenia kompleksu potréjnego,
znakowanie biatek EF-Tu wygaszaczem, znakowanie tRNA

Finansowanie: National Institutes of Health (HG004364 The area of research — development of low
cost genome sequencing methods using a tRNA approach

Publikacja: Perta-Kajan J, Lin X, Cooperman BS, Goldman E, Jakubowski H, Knudsen CR, Mandecki W.
Properties of Escherichia coli EF-Tu mutants designed for fluorescence resonance energy transfer
from tRNA molecules. Protein Eng Des Sel. 2010 Mar;23(3):129-36.

08.05.2003-24.10.2003 - Staz w Department of Microbiology, Biochemistry and Molecular
Genetics, University of Medicine and Dentistry of New Jersey, New Jersey Medical School (obecnie
New Jersey Medical School, International Center for Public Health, Rutgers University), Newark, USA.

Badania prowadzone pod kierunkiem prof. dr. hab. Hieronima Jakubowskiego. Zatacznik 10 do
whniosku.

Zakres obowigzkéw: Pomiar poziomu i specyficznosci przeciwciat anty-N-Hcy-biatko metodg ELISA,
analiza interakcji przeciwciat z antygenem metodg rezonansu plazmondéw powierzchniowych (SPR,
ang. plasmon surface resonance)

Publikacje: Perta J, Undas A, Twardowski T, Jakubowski H. Purification of antibodies against N-
homocysteinylated proteins by affinity chromatography on Nw-homocysteinyl-aminohexyl-Agarose J
Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 2004; 807, 257-261.

Undas A, Perfa J, tacinski M, Trzeciak W, Kazmierski R, Jakubowski H. Autoantibodies against N-

homocysteinylated proteins in humans: implications for atherosclerosis Stroke 2004; 35, 1299-1304.

6 Informacja o osiqgnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych  oraz
popularyzujgcych nauke lub sztuke.

6.1 Osiggniecia dydaktyczne

Kierowanie ukonczonymi pracami dyplomowymi:

a) magisterskimi w jezyku polskim:

1. Tytut pracy: Analiza zawartosci homocysteiny u myszy z niedoborem hydrolazy bleomycyny
bedacych na diecie wysokometioninowej Kierunek: Biotechnologia — 2022

2. Tytut pracy: Pordwnanie zawartosci homocysteiny w organach myszy na dietach z dodatkiem
metioniny, homocysteiny i tiolaktonu homocysteiny Kierunek: Biotechnologia — 2022

3. Tytut pracy: Polimorfizmy w genie MTHFR u oséb z udarem i zdrowych; Kierunek:
Biotechnologia — 2021

4. Tytut pracy: Analiza zmian w proteomie watroby myszy wywotanych dieta
wysokometioninowag; Kierunek: Biotechnologia — 2017
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5. Tytut pracy: Analiza zmian w proteomie kosci myszy z niedoborem B-syntazy cystationinowej
(opieka naukowa nad magistrantkg, formalnym promotorem byt prof. dr hab. Andrzej
Guranowski); Kierunek: Biotechnologia — 2016

6. Tytut pracy: Wptyw niedoboru B-syntazy cystationiny na homocysteinylacje biatek myszy oraz
strukture biatek tkanki fagcznej; Kierunek: Biotechnologia — 2015

b) magisterskimi w jezyku angielskim:

1. Tytut pracy: Homocysteine level analysis in a mouse model of bleomycin hydrolase deficiency
on a high-methionine diet Kierunek: Biotechnology — 2022

2. Tytut pracy: Comparison of N-Hcy-protein levels in organs of mice feed with methionine,
homocysteine and homocysteine thiolactone enriched diets Kierunek: Biotechnology — 2022

c) inzynierskimi:

1. Tytut pracy: Analiza zawartosci desmozyny w elastynie z tkanek myszy z
hiperhomocysteinemia; Kierunek: Biotechnologia — 2020

2. Tytut pracy: Analiza zawartosci homocysteiny w biatkach myszy z hiperhomocysteinemig;
Kierunek: Biotechnologia — 2020

3. Tytut pracy: Analiza wptywu homocysteiny na ekspresje mRNA i fosforylacje wybranych
biatek rybosomalnych oraz kinaz Snfl i Ypk3 u Saccharomyces cerevisiae; Kierunek:
Biotechnologia — 2019

4. Tytut pracy: Wpltyw diety wysokometioninowej na poziom homocysteiny w organach myszy;
Kierunek: Biotechnologia — 2015

Opieka naukowa nad studentami w ramach praktyk i stazy:

1. Opieka nad studentem anglojezycznym w ramach programu Erasmus plus — 01.10.2019 -
30.11.2019.

2. Opieka nad studentem anglojezycznym w ramach programu Erasmus plus — 01.10.2019 —
17.10.2019.

3. Opieka nad czterotygodniowg praktykg zawodowga — 11.07.2022 — 05.08.2022.

4. Opieka nad czterotygodniowg praktyka zawodowg — 11.07.2022 — 05.08.2022.

5. Opieka nad czterotygodniowg praktykg zawodowg —09.07.2018 — 06.08.2018.
Promotorstwo pomocnicze pracy doktorskiej mgr Adrianny Zukowskiej w trakcie realizacji.

Prowadzenie ¢wiczenn z przedmiotéw: biochemia, chemia ogdlna, podstawy chemii i chemia
organiczna dla studentéw na kierunkach biotechnologia, ogrodnictwo, rolnictwo, inzynieria rolnicza,
informatyka stosowana, ochrona srodowiska.

Udziat w osiggnieciach studentéw i doktorantéw:

— Wspdtautorstwo nagrodzonego pierwszg nagroda wystgpienia ustnego magistrantki dr inz.
Ewy Bretes Niny Bartnik pt. Badanie asocjacji polimorfizmdéw genu receptora estrogenowego
typu alfa (rs2234693) oraz genu apolipoproteiny E (rs429358 i rs7412) z udarem mdzgu w
populacji polskiej, na IV Ogdlnopolskiej Konferencji "Biotechnologia niejedno ma imig".
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Wyniki uzyskane podczas realizacji pracy magisterskiej Wojciecha Kusztala pt. Analiza zmian
w proteomie wgtroby myszy wywofanych dietq wysokometioninowq zostaty zaprezentowane
na sesji referatowej oraz nagrodzone pierwszg nagrodg podczas | Ogdlnopolskiego
Sympozjum Nauk Przyrodniczo-Rolniczych w Poznaniu (zatgcznik 12 do wniosku).

Nagroda Profesora Wactawa Szybalskiego za najlepszy poster dla Utyro O, Perta-Kajan J,
Kubalska J, Kozich V, Jakubowski H. Telomere length is not related to homocysteine and life
span in cystathionine-8 synthase-deficient mice and humans. 3rd Congress of Polish
Biosciences BI02018, Gdansk, Sep 18-21, 2018 (zatgcznik 12 do wniosku).

6.2 Osiggniecia organizacyjne

6.2.1 Organizacja konferencji
— Udziat w komitecie organizacyjnym hybrydowej konferencji miedzynarodowej 13th
International Conference on One-Carbon Metabolism, B Vitamins and Homocysteine; Poznan
12-16.09.2021.
— Udziat w komitecie organizacyjnym i naukowym hybrydowej konferencji Homocysteine Mini-
Conference Poznan 2020; 25.09.2020.
— Udziat w komitecie organizacyjnym i naukowym konferencji miedzynarodowej Homocysteine
Mini-Conference Poznarn 2019; 26.09.2019.
6.2.2 Kierowanie grantami
Numer grantu Tytut Kwota Okres
brutto realizacji
MNiSzW 13th International conference on 290 000 zt 01.07.20-
DNK/SP/464778/2020* One Carbon Metabolism, B 30.09.21
Vitamins and Homocysteine
Narodowe Centrum Nauki Proteomika ilosciowa w 781 690 zt 17.05.15-
2014/15/B/NZ2/01079 drozdzowym modelu 16.04.20
hiperhomocysteinemii
MNiSzW Rola N-homocysteinylacji 160 000 zt 2007-2011
N N401 230634 tropoelastyny w procesie utraty
elastycznosci naczyn krwionosnych
w miazdzycy tetnic

*Grant w ramach programu: Doskonata nauka — Wsparcie konferencji naukowych. W projekcie nie
ma funkcji kierownika grantu. Habilitantka petnita funkcje redaktora wniosku oraz osoby do
bezposredniego kontaktu.

6.2.3

1.
2.

Udziat w komisjach

Sekretarz Komisji Rektorskiej ds. etyki badan naukowych prowadzonych z udziatem ludzi.
Udziat w komisjach przetargowych jako przewodniczgca na dostawe:

— mikroskopu z wyposazeniem,

— analizatora wielkosci czgstek nanometrycznych i potencjatu zeta,

— aparatu do prowadzenia i obrazowania wynikéw dPCR (digital PCR).
Udziat w komisji przetargowej jako cztonek na zakup:

35




— zamrazarki niskotemperaturowej,

— wiréwki szybkoobrotowej,

— UHPLC,

— wiréwki prézniowej,

— systemu klatek indywidualnie wentylowanych oraz stacji wymiany klatek.

Udziat w komisjach rekrutacyjnych na stanowisko doktoranta (pie¢ konkurséw) i post-doca
(cztery konkursy) do realizacji projektéw badawczych w Katedrze Biochemii i Biotechnologii
UPP.

Udziat w komisji rekrutacyjnej Szkoty Doktorskiej.

Udziat w komisji rekrutacyjnej na adiunkta w Katedrze Biochemii i Biotechnologii UPP (dwa
konkursy).

6.3 Osiaggniecia popularyzujgce nauke

Zorganizowanie i udziat w prowadzeniu warsztatéw z elementami prezentacji podczas
Wagardw z Przyrodg (zajecia dla ucznidw szkét ponadpodstawowych, potencjalnych
kandydatéw na studia) w latach 2018 i 2019 pt. Szukamy igly w stogu siana, czyli poznajemy
metode Western blot.

Zaproszenie i opieka nad gosciem zagranicznym finansowanym w ramach programu Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyziszego ,Regionalna Inicjatywa Doskonatosci”, dr M. Pajares,
organizacja wyktadéw dr Pajares dla pracownikéw i studentéw UP, w dniach 02-05.12.2019.

7 Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczqce jego kariery zawodowe;.

Nagrody (zatacznik 12 do wniosku)

Nagroda zespotowa Ill stopnia za dziatalno$¢ organizacyjng na rzecz katedr, wydziatu i uczelni
—2022

Nagroda Zespotowa Il stopnia za osiggniecia naukowe udokumentowane publikacjami —2021

List gratulacyjny JM rektora UP w Poznaniu za wyrdzniajgce wyniki pracy naukowej w
ostatnich czterech latach — 2021

Nagroda zespotowa za osiggniecia w pracy zawodowej — 2017
Nagroda Zespotowa | stopnia za osiggniecia naukowe udokumentowane publikacjami — 2013
Nagroda Zespotowa za osiggniecia w pracy zawodowej — 2013
Nagroda Zespotowa | stopnia za osiggniecia naukowe udokumentowane publikacjami — 2010

Nagroda Zespotowa za osiggniecia w pracy zawodowej — 2010

Watiniejsze szkolenia (zatgcznik 13 do wniosku)
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Udziat w programie wsparcia dla kadry dydaktycznej realizowanego w ramach projektu
,Najlepsi z natury! Zintegrowany program rozwoju Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu”
obejmujacy szkolenia:

%+ Prognozowanie — 2022

4

*,

%

Wystgpienia publiczne, retoryka, erystyka, prowadzenie dyskusji i debat, nowoczesna
dydaktyka — 2021

X3

%

Tworzenie i komponowanie infografik i slajdéw — 2021

X3

%

Nowoczesne graficzne formy notowania, prezentowania i przekazywania informacji oraz
tworzenia przekazu pisemnego — 2021

% Grywalizacja — innowacja w edukacji — 2021

% Wykorzystanie mediéw spotecznosciowych w procesie dydaktycznym — 2021
+* Obstuga programow do prezentacji multimedialnych — 2020

% Kurs innowacyjnych kompetencji dydaktycznych — 2020

OpenSAP course: Introduction to Statistics for Data Science — 2019

Regresja logistyczna w badaniach medycznych i przyrodniczych — 2019
Statystyka w medycynie — metody zaawansowane — 2018

Statystyka w medycynie — metody analizy wariancji i analizy regresji — 2018
Statistica — kurs podstawowy — 2017

Szkolenie dla oséb odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen oraz za ich
przeprowadzanie; szkolenie dla o0sdb wykonujgcych procedury; Szkolenie dla o0séb
usmiercajgcych zwierzeta wykorzystywane w procedurach (PolLASA) — 2015

Szkolenie dla 0séb przeprowadzajgcych doswiadczenia na zwierzetach (myszach, szczurach) —
kurs doskonalgcy — 2013

Recenzje

40 recenzji dla 22 czasopism naukowych znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports W
nawiasie podano liczbe recenzji dla danego czasopisma:

©O NV A WN e

Amino Acids (10)

Redox Reports (5)

Metabolites (2)

Cancers (2)

Antioxidants (2)

Pharmaceuticals (2)

Scientific Reports (2)

Molecular Biology Reports (1)

Oxidative Medicine and Cellular Longevity (1)

10. Human Mutation (1)
11. International Journal of Environmental Research and Public Health (1)
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12. Biomolecules (1)

13. International Journal of Medical Sciences (1)
14. Molecular Biology Reports (1)

15. British Journal of Nutrition (1)

16. Pharmaceuticaal Sciences (1)

17. Journal of Alzheimer Disease (1)

18. Journal of Yeast and Fungal Research (1)
19. International Journal of Sports Medicine (1)
20. International Journal of Neuroscience (1)
21. Bioengineered (1)

22. Journal of Clinical Medicine (1)

Recenzje wydawnicze w czasopismach polskich:

Postepy Biochemii (1)

Inne aktywnosci (zatgcznik 14 do wniosku)

Wolontariat wspierajgcy Wojewddzkg Stacje Sanitarno-Epidemiologiczng w Poznaniu podczas
diagnostyki wirusa SARS-CoV-2 — 2020

(podpis wnioskodawcy)
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Dokument podpisany elektronicznie
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