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1. Imie
Rajani Kanth Gudipati

2. Dyplomy, stopnie naukowe uzyskane w okreslonych dziedzinach nauk Scistych lub
humanistycznych, w tym nazwa instytucji, ktora nadala stopien naukowy, rok
uzyskania stopnia naukowego, tytul pracy doktorskiej.

2009 — stopien doktora nauk biologicznych, Uniwersytet Paryski XI, Paryz, Francja.
Tytul pracy: “Transcription termination and RNA degradation in yeast Saccharomyces

cerevisiae”.

W trakcie studiow doktoranckich badatem, w jaki sposob fosforylacja domeny C-
terminalnej (CTD) polimerazy RNA II reguluje zakonczenie transkrypcji, wykorzystujac
jako modelowy system drozdze Saccharomyces cerevisiae. Wykazalem, ze stan
fosforylacji reszt serynowych w powtérzeniach heptadowych CTD determinuje
rekrutacj¢ réznych czynnikow zakonczenia. W szczegdlnosci fosforylacja seryny 2
sprzyja rekrutacji czynnikOw rozszczepiania i poliadenylacji, promujac kanoniczne
zakonczenie zalezne od poli(A), podczas gdy fosforylacja seryny 5 sprzyja powigzaniu
ze szlakiem Nrd1-Nab3-Senl (NNS), ktory posredniczy w zakonczeniu niekodujacych
RNA. Mutacje zmieniajace fosforylacje CTD zaburzaja réwnowage migdzy tymi
mechanizmami zakonczenia, prowadzac do powszechnych defektow w ekspresji gendw.
Moje badania wykazaly, ze wzorce fosforylacji CTD dziatajg jako kod molekularny
kierujacy wyborem S$ciezki terminacji. Ten mechanizm regulacyjny zapewnia
prawidlowe zakonczenie i1 przetwarzanie transkryptow kodujacych i niekodujacych.
Ogolnie rzecz biorac, nasze prace dostarczajg fundamentalnych informacji na temat tego,
w jaki sposéb modyfikacje CTD koordynuja transkrypcje polimerazy RNA 11 z

dojrzewaniem RNA i regulacja genow w catym genomie.

W ramach drugiego projektu badatem role egzosomow jadrowych w regulacji pozioméw
prekursoréw RNA. Wykorzystujac sekwencjonowanie RNA calego genomu, odkrytem,
ze egzosomy w znacznym stopniu degraduja duza czgs¢ prekursorow RNA nawet w
komorkach typu dzikiego. Odkrylem, ze wiele transkryptow, w tym pre-mRNA i
niekodujagce RNA, ulega znacznemu obrotowi jadrowemu, co wskazuje, ze degradacja

jest normalnym 1 powszechnym etapem ekspresji gendéw. Moje badania wykazaly, ze
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egzom szczegOlnie atakuje ukryte niestabilne transkrypty (CUT) 1 inne niekodujace RNA,
ale rowniez prekursory mRNA kodujacych biatka ulegajg znacznej degradacji. Odkrycia
te pokazuja, ze egzom zapewnia gromadzenie si¢ wylacznie prawidtowo przetworzonych i
dojrzatych transkryptéw, utrzymujac jako$s¢ RNA i zapobiegajac nieprawidlowemu
gromadzeniu si¢ RNA. Co wazne, wykazatem, ze degradacja RNA nie jest tylko
mechanizmem kontrolnym jako$ci wadliwych RNA, ale integralng cze$cig normalnego
metabolizmu RNA. Ogolnie rzecz biorgc, moje badania zmienity rozumienie homeostazy
RNA, wykazujac, ze rozlegta degradacja prekursorow jest powszechng i regulowang

cechg ekspresji genow w komorkach typu dzikiego.

2005 — Magister nauk stosowanych (biotechnologia), University of Western Sydney,
Sydney, Australia.

Tytul pracy magisterskiej: “Development of a reporter system to be used for
xenotransplantation”

Narzady do przeszczepow sa niezwykle rzadkie, a biorcy czgsto czekaja na nie kilka lat.
Jednym z mozliwych sposobow obejscia tego problemu jest pobieranie narzadow od swin
do przeszczepow u ludzi. Jednak $winie sg zarazone duzg liczbg wiruséw, co stanowi
powazne wyzwanie dla tego podej$cia. Moje badania koncentrowaty si¢ na opracowaniu
systemu reporterowego ulatwiajacego badanie $win pod katem infekcji wirusowych,
zapewniajagcego  narzgdzie — zwigkszajace  bezpieczenstwo 1 wykonalnos$¢

ksenotransplantacji.

3. Informacje o zatrudnieniu w instytutach badawczych lub na

wydzialach/katedrach lub w szkolach artystycznych.

Sierpien 2022 r. — do chwili obecnej: adiunkt, Centrum Technologii Zaawansowanych,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Marzec 2014 — luty 2022: stypendysta podoktorancki w laboratorium dr Helge
Grosshansa, Instytut Friedricha Mieschera, Bazylea, Szwajcaria.

Luty 2012 — luty 2014: pracownik naukowy w laboratorium prof. Kevina Struhla,
Harvard Medical School, Boston, USA.

Luty 2010 — styczen 2012: stypendysta podoktorancki w laboratorium dr. Alaina

Jacquiera, Instytut Pasteura, Paryz, Francja.
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Opis osiagniecé, okreslonych w art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy.

Tytut osiggniecia

Regulacja funkcji Argonaute i specyficznosci substratu w szlakach matych RNA

Osiagnigcie naukowe, ktdre stanowi podstawe do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora
habilitowanego, zatytulowane ,Regulacja funkcji Argonaute i specyficznosci
substratu w szlakach malych RNA przez proteazy”, sklada si¢ z czterech
oryginalnych artykuléw naukowych. Wszystkie te artykuly sg pracami wspdlnymi.
Jestem autorem korespondencyjnym jednego z tych artykutow, pierwszym i
wspotautorem korespondencyjnym jednego z nich, pierwszym autorem jednego z nich
oraz wspotautorem drugiego jednego z nich. Artykutly te opisujg po raz pierwszy funkcje
proteazy DPF-3 u nicienia Caenorhabditis elegans. Wykazalem, ze aktywno$¢
katalityczna DPF-3 jest niezbedna do przetwarzania okre§lonych bialek wigzacych RNA,
zapewniajac w ten sposob wyciszenie transpozondéw i elementow powtarzalnych —
procesoOw kluczowych dla utrzymania integralno$ci genomu 1 plodnosci zwierzat.
Ponadto zidentyfikowaliSmy miejsce cigcia DPF-3 za pomoca wysokoprzepustowe]
spektrometrii masowej 1 wyjasniliSmy jego rol¢ w regulacji ekspresji genéw. Artykuty
stanowigce to osiggnigcie naukowe zostaly opublikowane w latach 2021-2025, a ich
faczny wspotczynnik wplywu wynosi 40,7. Prace sktadajace si¢ na powyzsze osiagnigcie

to:

Publikacje zawarte we wniosku habilitacyjnym.

Protease-mediated processing of Argonaute proteins controls small RNA association.
Gudipati RK*, Braun K, Gypas F, Hess D, Schreier J, Carl S, Ketting RF and GroB3hans
H*.

*Corresponding author

Mol. Cell, 2021 Jun 3;81(11):2388-2402.

Impact Factor: 14.5

MNiSW points: 200

Deep quantification of substrate turnover defines protease subsite cooperativity.

Gudipati RK, Gaidatzis D, Seebacher J, Muehlhaeusser S, Kempf G, Cavadini S, Hess
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D, Soneson C, and GrofShans H.

Molecular Systems Biology, 2024 Dec;20(12):1303-1328.
Impact Factor: 8.5

MNiSW points: 200

3. Dipeptidyl peptidase DPF-3 is a gatekeeper of microRNA Argonaute compensation in
animals.
Louis-Mathieu H, Pierre-Marc, Gudipati RK° Michaud P, Houle F, Young D, Desbiens
C, Ladouceur S, Dufour A, Grofhans H, Simard MJ.
Nature Communications, 2025 Mar 20;16(1):2738.
Impact Factor: 14.7
MNiSW points: 200

4. The Caenorhabditis elegans DPF-3 and human DPP4 has tripeptidyl peptidase activity.
Aditya Trivedi and Rajani Kanth Gudipati.
FEBS Letters, Accepted.
Impact Factor: 3

MNiSW points: 100

c.  Opis celow naukowych i uzyskanych wynikow, ktore doprowadzity do powstania wyzej
wymienionych publikacji

Wprowadzenie:

Moje badania dotycza powigzan mi¢dzy matymi niekodujagcymi RNA regulacyjnymi,
biatkami wigzacymi RNA i proteazami. Na poczatku przedstawig¢ te rézne zagadnienia.
Mate RNA i biatka Argonaute:

Mate RNA to krotkie niekodujace RNA, ktore odgrywaja kluczowa role w regulacji
ekspresji genéw u eukariontow. Czasteczki te, w tym mikroRNA (miRNA), male
interferujace RNA (siRNA) i RNA oddziatlujace z Piwi (piRNA), posrednicza w rdznych
procesach biologicznych, takich jak rozwdj, stabilno$¢ genomu oraz obrona przed
wirusami i elementami transpozycyjnymi (Bartel 2004; Ghildiyal i Zamore 2009) . Efekty
wyciszania genow przez mate RNA sg realizowane poprzez ich powigzanie z ewolucyjnie
zachowanymi biatkami wigzacymi RNA, biatkami Argonaute (AGO). Dodatkowo biatka
AGO wigzg si¢ z biatkami GW182, tworzac w ten sposob skuteczny kompleks
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rybonukleoproteinowy znany jako kompleksy wyciszajagce indukowane przez RNA
(RISC). RISC sg kierowane do komplementarnych RNA docelowych przez zwigzane
mate RNA. Biatka AGO z RISC indukuja wyciszanie gendow po transkrypcji poprzez
mechanizmy takie jak rozszczepianie mRNA, represja translacyjna i destabilizacja

mRNA (Meister 2013) .

Nicien Caenorhabditis elegans stanowi potgzny model do badania szlakow malych RNA
1 biologii biatek AGO ze wzgledu na dobrze opisany genom, podatno$¢ na manipulacje
genetyczne oraz zachowany mechanizm wyciszania RNA. Co ciekawe, pierwsze
mikroRNA odkryto wlasnie w C. elegans (Lee, Feinbaum i Ambros 1993; Wightman, Ha
i Ruvkun 1993)za co w 2024 r. prof. Ruvkun i prof. Ambros otrzymali Nagrode Nobla w
dziedzinie medycyny. W poroéwnaniu z innymi organizmami C. elegans posiada duzg i
zréznicowang rodzing biatek AGO, sktadajacg si¢ z okoto 27 cztonkdé6w zorganizowanych
w odrebne klady o wyspecjalizowanych funkcjach (Yigit et al. 2006) . Rozwoj ten
odzwierciedla zlozony krajobraz malych RNA u robakéow, w tym wiele klas
endogennych siRNA (takich jak RNA 22G, RNA 26G), miRNA i piRNA, ktore wspdlnie

koordynujg regulacj¢ ekspresji genow 1 utrzymujg integralnos¢ genomu.

Biatka AGO C. elegans mozna og6lnie podzieli¢ na trzy kategorie funkcjonalne: klad
AGO, klad Piwi 1 klad WAGO specyficzny dla robakow. Klad AGO zawiera kanoniczne
biatka AGO, takie jak ALG-1 i ALG-2, ktore gtéwnie wigza miRNA i posrednicza w
represji translacyjnej lub rozktadzie mRNA (Grishok et al. 2001) . PRG-1 jest glownym
biatkiem PiWi, ktore wigze si¢ z 21U-RNA (piRNA), odgrywajac kluczowa role w
wyciszaniu transpozonow 1 utrzymaniu linii germinalnej (Batista et al. 2008) . Klad
WAGO stanowi unikalng innowacj¢ ewolucyjng u nicieni. Argonauty WAGO oddziatuja
z drugorzgdowymi siRNA znanymi jako 22G-RNA, ktore s3 wytwarzane przez
polimerazy RNA zalezne od RNA (RdRP) 1 wzmacniajg sygnaly wyciszajace (Gu et al.
2009; Yigit et al. 2006) . Ten system wzmacniania wzmacnia wyciszanie genow
przeciwko elementom powtarzalnym, takim jak transpozony i elementy transpozycyjne,
obce kwasy nukleinowe i endogenne transkrypty. WAGO funkcjonuja gtoéwnie w linii
germinalnej 1 tkankach somatycznych, aby utrzymaé¢ migdzypokoleniowe wyciszanie
epigenetyczne 1 stabilno$¢ genomu (Buckley et al. 2012) . Podczas gdy WAGO
Argonautes zaladowane RNA 22G wyciszajag transpozony, CSR-1 Argonaute

zatadowane RNA 22G zezwalaja na ekspresj¢ genow linii germinalnej (Claycomb et al.
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2009; Wedeles, Wu i Claycomb 2013) . Dlatego tez niezwykle wazne jest, aby rdzne
biatka AGO byly zatadowane prawidlowym zestawem RNA 22G, poniewaz

nieprawidlowe zatadowanie moze mie¢ katastrofalne konsekwencje dla organizmu.

Proteazy:

Proteazy, znane rowniez jako peptydazy lub proteazy, to zréznicowana grupa enzymow,
ktore katalizujg hydrolize wigzan peptydowych w biatkach i peptydach. Ta podstawowa
aktywno$¢ biochemiczna lezy u podstaw wielu procesow fizjologicznych 1
patologicznych, w tym trawienia pokarmu, dojrzewania biatek, transdukcji sygnatéw,
przebiegu cyklu komérkowego, apoptozy i odpowiedzi immunologicznej (Lopez-Otin i
Bond 2008; Rawlings i Barrett 1993) . Proteazy dzieli si¢ na kilka kategorii w oparciu o
ich mechanizmy katalityczne, w tym proteazy serynowe, cysteinowe, asparaginowe,
metalowe 1 treoninowe. Kazda klasa wykorzystuje odrgbne reszty aktywne i kofaktory do
rozszczepiania wigzan peptydowych, umozliwiajac precyzyjng regulacje specyficzno$ci
substratowej 1 aktywnosci (Turk 2006) . Rozszczepianie proteolityczne przeprowadzane
przez proteazy moze by¢ ograniczone, na przyktad przetwarzanie biatek prekursorowych
do ich aktywnych form, lub degradacyjne, takie jak catkowity rozktad uszkodzonych lub
nieprawidlowo sfatldowanych biatek (Puente et al. 2003) . Ta regulowana proteoliza jest
niezbedna dla homeostazy komodrkowej 1 adaptacji do bodzcéw srodowiskowych.
Zaburzenia regulacji aktywno$ci proteaz maja wplyw na wiele chorob, w tym
nowotwory, neurodegeneracj¢, stany zapalne i choroby zakazne, co podkres$la ich

znaczenie jako celow terapeutycznych (Apoorva et al. 2024) .

Wsrod proteaz rodzina proteaz serynowych jest jedna z najwigkszych i1 najlepiej
scharakteryzowanych grup. Wykorzystuja one reszt¢ serynowa w swoim miejscu
aktywnym do przeprowadzania nukleofilowego ataku na wigzanie peptydowe. Rodzina
ta obejmuje wiele dobrze znanych enzymoéw, takich jak trypsyna, chymotrypsyna i
subtilizyna, a takze wyspecjalizowane proteazy biorgce udziat w krzepnigciu krwi i
obronie immunologicznej (Rawlings et al. 2018) . Dipeptydylopeptydazy (DPP) stanowia
unikalng podgrupe proteaz serynowych, charakteryzujaca si¢ zdolnoscig do odcinania
dipeptydéw od N-konca polipeptydow. DPP odgrywaja wazng role w regulacji
hormonéw peptydowych, funkcji odpornosciowej i sygnalizacji komorkowej (Klemann
et al. 2016) . Wsrod DPP, rodzina dipeptydylopeptydaz IV (DPPIV) cieszy si¢ duzym

zainteresowaniem ze wzgledu na swoje roznorodne funkcje fizjologiczne 1 wptyw na

7
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choroby cztowieka. Rodzina DPPIV obejmuje zestaw proteaz serynowych, ktore
specyficznie usuwajg dipeptydy z N-konca polipeptydow, gdzie przedostatnig resztg jest
prolina lub alanina (Aertgeerts et al. 2004). Enzymy te s3a zazwyczaj biatkami
transblonowymi typu II, ale moga réwniez wystepowaé w postaci rozpuszczalnej,
powstalej w wyniku proteolitycznego odcinania. Prototypowy czilonek rodziny,
DPPIV (znany rowniez jako CD26), jest szeroko wyrazany w tkankach 1 pelni
wielofunkcyjne role w metabolizmie, regulacji immunologicznej i adhezji komérkowej
(Klemann et al. 2016; Yu et al. 2010) . Ludzki DPPIV, dobrze zbadany czlonek tej
rodziny, ma kluczowe znaczenie dla regulacji hormonéw inkretynowych, takich jak
GLP-1 1 GIP, ktore modulujg wydzielanie insuliny 1 homeostaz¢ glukozy. To sprawia, ze
DPPIV jest waznym celem terapeutycznym w cukrzycy typu 2, co prowadzi do
opracowania inhibitoréw DPPIV jako lekow przeciwcukrzycowych (Deacon 2019;
Mentlein 1999) . Oprocz DPPIV, rodzina ta obejmuje kilka blisko spokrewnionych
proteaz, takich jak DPP8, DPP9 1 biatko aktywujace fibroblasty (FAP), z ktorych kazda
wykazuje odmienne rozmieszczenie w tkankach i funkcje biologiczne. Rodzina DPPIV
C. elegans sktada si¢ z siedmiu cztonkow: dpf-1 do dpf-6, ktore sa potencjalnie aktywne
katalitycznie, oraz dpf-7, ktore nie posiada triady katalitycznej, co sugeruje, ze jest
biatkiem niefunkcjonalnym. Podczas charakteryzowania kompleksow biatkowych
ztozonych z biatek AGO ALG-1 i ALG-2 zidentyfikowatem nowg interakcje migdzy
ALG-1 a DPF-3, ortologiem DPP8/9 proteazy ssakow u C. elegans. Odkrycie to
zapoczatkowato moje badania nad skomplikowang siecig regulacyjng na styku bialek

wigzacych RNA 1 proteaz.

Kluczowe pytanie: W dziedzinie matych regulacyjnych niekodujagcych RNA 1 biatek
Argonaute centralnym nierozwigzanym pytaniem pozostaje: co decyduje o prawidtowym
sortowaniu RNA 22G do odpowiednich biatek AGO? Jak wyjasniono wczesniej,
nieprawidlowe ladowanie RNA 22G moze mie¢ powazne konsekwencje, w tym
zniesienie wyciszenia elementow transpozycyjnych 1 transpozonow, a takze
nieprawidlowe wyciszenie genéw specyficznych dla linii germinalnej, co ostatecznie

zagraza integralno$ci genomu i ptodnosci.

Moj wkiad: Moje badania ujawnity nieznang wczesniej role proteazy DPF-3 z rodziny
DPPIV w kierowaniu prawidlowym sortowaniem RNA 22G do odpowiednich biatek

AGO w C. elegans. To przetomowe odkrycie doprowadzitlo do opublikowania trzech
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artykutow, ktoére tacznie definiujg nowy mechanizm regulacyjny laczacy aktywnosé
proteazy z wierno$cig szlaku matych RNA. Byt to pierwszy przypadek opisania funkcji
ktorejkolwiek z proteaz z rodziny DPPIV w tym organizmie. Ponizej krotko

podsumowuj¢ kluczowe wyniki kazdego z tych badan.

Wyniki:

1. DPF-3 u C. elegans odgrywa kluczowa rol¢ w regulacji ekspresji gendéw za

posrednictwem matych RNA poprzez modulowanie biatlek AGO (publikacja 1).

Biatka Argonaute (AGO) sg gldéwnymi czasteczkami efektorowymi szlakow wyciszania
RNA, ktére obejmujag mikroRNA (miRNA) i mate interferujace RNA (siRNA). Te male
RNA kierujg biatka AGO do komplementarnych RNA docelowych, prowadzac do
wyciszania gendw po transkrypcji poprzez rozszczepianie mRNA, represje translacyjng
lub deadenylacje. Chociaz mechanizmy biogenezy matych RNA i rozpoznawania celow
zostaly dokladnie zbadane, zdalem sobie sprawe, Zze znacznie mniej wiadomo na temat
tego, w jaki sposob biatka AGO s3 regulowane potranslacyjnie, aby zapewni¢ ich

funkcjonalng kompetencje

W naszym badaniu z 2021 r. pt. ,, odkrylem nieznany wcze$niej mechanizm, dzigki
ktéremu przetwarzanie za posrednictwem proteazy kontroluje funkcj¢ bialek AGO 1 ich
powigzania z matymi RNA. W C. elegans cztonkowie podrodziny WAGO biatek AGO,
tacy jak WAGO-1 i WAGO-3, odgrywaja kluczowa rol¢ w utrzymaniu integralnosci
genomu poprzez wyciszanie transpozonéw i elementéw powtarzalnych za pomoca siRNA
22G (Reed et al. 2020) . Jednak mechanizmy regulacyjne kontrolujace aktywnos$¢ i
specyfike tych biatek AGO nie byty w pelni zrozumiate. Moje badania rzucity $wiatto na
to, w jaki sposob proteolityczne przetwarzanie bialek AGO wptywa na ich zdolnos¢ do
faczenia si¢ z okreslonymi populacjami matych RNA i wykonywania funkcji wyciszania

genow.

Dzigki edycji genomu za pomoca CRISPR/Cas9 wyhodowalem transgeniczne zwierzgta
zawierajace epitopy (FLAG) w genach wago-I i wago-3. Po immunoprecypitacji, a
nastepnie spektrometrii masowej (IP-MS) w celu zmapowania N-koncéw WAGO-1 1

WAGO-3, zaobserwowano, ze te dwa biatka s3 poczatkowo syntetyzowane jako



Dr Rajani Kanth Gudipati Autoreferat Zatacznik nr 6

nieaktywne pro-biatka charakteryzujace si¢ dtugimi, bogatymi w proling przedtuzeniami
N-konca. Te ogony N-konca zapobiegaja przedwczesnej lub nieodpowiedniej interakcji z
matymi RNA. Ponadto wykazalem, ze aby biatka AGO staty si¢ w pelni funkcjonalne,
ich N-konce musza zosta¢ rozszczepione proteolitycznie. Wykazatem, ze ten etap
przetwarzania jest przeprowadzany przez DPF-3, ortolog C. elegans ssakow DPPS i
DPP9. Zaobserwowalem rowniez, ze DPF-3 jest zlokalizowany w ziarnisto$ciach P,
strukturach cytoplazmatycznych specyficznych dla linii germinalnej, zwigzanych z

metabolizmem matych RNA.

Kiedy zaklécitem funkcje dpf-3, zauwazytem, ze poziomy réwnowagowe WAGO-3
ulegly znacznemu obnizeniu. Co ciekawe, dzialanie DPF-3 na jego substrat wydawato
si¢ raczej stabilizowa¢ go niz sprzyja¢ degradacji, co sugeruje, ze WAGO-3 moze
zawiera¢ sygnal degronowy N-konca, ktéry jest usuwany lub zmieniany przez DPF-3. Co
ciekawe, nie zaobserwowano zadnych zmian w poziomach réwnowagi WAGO-1 u
zwierzat z mutacja powodujaca utrat¢ funkcji dpf-3. Zastanawialem si¢ wtedy, jakie sa
konsekwencje aktywnosci proteazy DPF-3 lub jej braku dla WAGO-1. Biorgc pod
uwage, ze WAGO-1 wiaze si¢ z siRNA, zastanawiatem si¢, czy fadowanie siRNA jest
zaburzone u zwierzat z mutacja powodujaca utrate¢ funkcji dpf-3. Aby zbadal te¢
potencjalng mozliwos¢, przeprowadzitem immunoprecypitacje WAGO-1 z catkowitych
lizatow robakéow o roznym podltozu genetycznym, w tym z mutacjami dpf-3, 1
zsekwencjonowalem zwigzane z nim male RNA. Zaobserwowatem, ze bez
odpowiedniego przetworzenia N-konca WAGO-1 nie mégt prawidtowo potaczy¢ sie z
normalnym zestawem siRNA 22G, ktére s3 skierowane przeciwko elementom
powtarzalnym i transpozonom. Zamiast tego wigzat si¢ z nieprawidlowym repertuarem
22G siRNA, z ktérych wiele pochodzito z gendw endogennych. To nieprawidtowe
tadowanie zatarlo roznice miedzy wilasnymi i obcymi celami RNA, prowadzac do
nieprawidlowego wyciszenia genéw endogennych, zaktdécenia mechanizméw nadzoru
genomu 1 ostatecznie do wyciszenia transpozondw. Konsekwencje tej deregulacji byly
powazne: doszio do nagromadzenia uszkodzen DNA, a robaki wykazywaly peing

penetracje bezptodnosci z powodu wadliwej spermatogenezy.

W ramach tej pracy wykazalem, ze potranslacyjna modyfikacja biatek AGO poprzez
rozszczepienie proteazy shuzy jako krytyczny punkt kontrolny jakosci. Przetwarzajac N-

koncowy ogon biatek WAGO, DPF-3 zapewnia, ze AGO selektywnie wigza si¢ z
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prawidtowa pulg matych RNA niezbednych do utrzymania stabilnosci genomu. Ta
regulacja za posrednictwem proteazy dodaje dodatkowa, wczesniej niedoceniang
warstwe specyficznosci 1 wierno$ci szlakom wyciszania RNA, pokazujac, ze biogeneza i
aktywno$¢ biatek AGO zalezg nie tylko od ich poziomu ekspresji lub dostepnosci

matych RNA, ale takze od precyzyjnego dojrzewania proteolitycznego.

Uwazam, ze praca ta przyczynila si¢ do rozwoju tej dziedziny, taczac aktywno$¢ proteazy
z mechanizmem wyciszania RNA 1 ujawniajac mechanizm, dzigki ktoremu tozsamos¢ i
funkcja kompleksow AGO - matych RNA s3g precyzyjnie dostrajane na poziomie
potranslacyjnym. Wzajemne oddzialywanie migdzy przetwarzaniem proteolitycznym
apowigzaniem matych RNA zapewnia prawidlowe wyciszanie genéw, chroni przed
szkodliwg ekspresja elementéw transpozycyjnych oraz zabezpiecza plodnos$¢ i
integralno$¢ genomu w linii germinalnej. Te spostrzezenia wzbogacaja nasze rozumienie
ztozono$ci sieci regulacji gendw 1 wskazuja potencjalne cele interwencji terapeutyczne;j
w chorobach spowodowanych dysfunkcja szlaku matych RNA lub niestabilnoscia

g£enomowa.

2. Identyfikacja miejsc rozszczepiania substratu poprzez dogtebng kwantyfikacje obrotu
substratu (publikacja 2)
Proteazy osiagaja specyficzno$¢  substratowa poprzez rozpoznawanie —reszt
aminokwasowych otaczajacych wigzanie rozszczepialne, powszechnie opisywanych przy
uzyciu nomenklatury Schechtera i Bergera dla podmiejsc P4 do P4' (Schechter 1 Berger
1967) . Podczas gdy tradycyjne testy biochemiczne wyjasnily preferencje
poszczegblnych podmiejsc dla wielu proteaz, znacznie mniej wiadomo na temat
wspoétdzialania migedzy wieloma pozycjami substratu. Ta luka ogranicza mozliwos¢
doktadnego przewidywania substratow proteaz i projektowania proteaz o pozadanej

specyficznosci.

W naszym badaniu z 2024 r. (Gudipati et al. 2024) opracowatem kompleksowe ramy
eksperymentalne 1 obliczeniowe do ilosciowego okreslenia obrotu substratow proteazy z
niespotykang dotad rozdzielczoscia, co pozwolito nam systematycznie rozwikta¢ efekty
wspolpracy podstron. Metode t¢ nazwaliSmy qPISA (quantitative Protease Induced
Substrate Analysis), ktora pozwala na doglebng kwantyfikacje obrotu substratow za

posrednictwem proteazy. Podejscie qPISA laczy natywne lizaty wstgpnie znakowane
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znacznikami izotopowymi w celu zablokowania wolnych N-koncow, a nastgpnie dodaje
rekombinowang proteaze. W miar¢ jak proteaza rozszczepia substraty, powstaja nowe
peptydy N-koncowe, ktore sa kwantyfikowane w czasie za pomoca spektrometrii
masowej. Pojawienie si¢ tych nowych N-koncow moze by¢ wykorzystane do
wnioskowania o wydajnosci rozszczepiania 1 wilasciwosciach kinetycznych obrotu
substratow. Co wazne, qPISA dostarcza dane dynamiczne, a nie koncowe, i robi to w
skali proteomu puli substratow, dajac znacznie bogatszy obraz preferencji substratow niz
tradycyjne mate biblioteki peptydow. W tym przypadku jako zrodio peptydow
wejsciowych wykorzystatem trawienie trypsynowe lizatu komoérek HelLa (zawierajacego
zazwyczaj okoto 53 000 unikalnych peptydow). Zazwyczaj produkty sa mierzone i
kwantyfikowane. Skupiliémy si¢ jednak na obrocie substratow, ktéry zapewnia nam
lepsza kwantyfikacj¢, co umozliwito nam wygenerowanie kompleksowych danych

kinetycznych dla tysiecy substratow (peptydow).

Zastosowatem qPISA do badania dwoch ewolucyjnie powigzanych proteaz serynowych,
ludzkiej DPP4 i jej ortologu DPF-3 z C. elegans, i odkrytem kluczowa zasade
rozpoznawania substratow, zwang kooperatywnoscia podstepow. Zastosowanie qPISA
do DPP4 ujawnito preferencje substratow zgodne z dobrze scharakteryzowang
aktywnoscig dipeptydylopeptydazy. DPP4 selektywnie rozszczepia dipeptydy z N-konca
substratow, gdzie przedostatnia pozycja (P1) jest zazwyczaj proling lub alaning,
odzwierciedlajac sztywng architekture miejsca aktywnego zoptymalizowang pod katem
Scistej specyficznosci. Rozszczepienie nastgpuje miedzy P1 a Pl', gdzie sekwencja

peptydowa moze by¢ przedstawiona jako NH(2) -P2-P1-P1’-P2’-P3’-Pn’-COOH.

Zastosowanie qPISA do DPF-3 ujawnito kilka cech pokrywajacych si¢ z hDPP4, a takze
pewne dodatkowe cechy. Podczas gdy hDPP4 preferuje proling lub alaning na
przedostatniej pozycji w rownym stopniu, DPF-3 w znacznym stopniu preferuje proling
nad alaning. W przeciwienstwie do DPP4, ktory nie preferuje wigkszych lub polarnych
reszt w pozycji P1, DPF-3 tatwo tolerowal treoning, waling i seryng, co sugeruje
rozszerzony 1 bardziej liberalny profil rozpoznawania substratow. Ta szersza
specyficznos¢ podwaza kanoniczne zalozenia dotyczace proteaz z rodziny DPPIV 1 rodzi
mozliwos¢, ze interakcje kooperacyjne miedzy sgsiednimi resztami substratu odgrywaja

kluczowa rolg w ksztattowaniu selektywnos$ci substratu.

Aby zbada¢ t¢ mozliwos¢, skonstruowali$my macierze punktacji specyficznej dla pozycji
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(PSSM) dla kazdej proteazy w oparciu o czestotliwo$¢ 1 wydajno$¢ rozszczepiania w
kazdym motywie sekwencji. Analizy te wykazaty, ze szybkos$ci obrotu substratow nie
mozna w pelni wyjasni¢ preferencjami reszt w izolowanych pozycjach. Zamiast tego
DPF-3 wykazywal wysoce kooperatywne zachowanie podstepow: tozsamos¢ jednej
reszty (np. P1) miata znaczacy wplyw na to, jak sasiednie reszty (np. P2 lub P1’)
wptywaty na wydajno$¢ rozszczepiania. Na przyktad obecnos¢ treoniny w pozycji Pl
mogta albo sprzyjaé, albo utrudnia¢ rozszczepianie, w zaleznos$ci od skladu otaczajacej
sekwencji. Podobnie, korzystna reszta P1 mogla sta¢ si¢ obojetna w obecnosci
nieoptymalnej reszty P1’. Co wazne, wykorzystalismy te nowe odkrycia do
zaprojektowania lepszych i dlugotrwatych peptydéw przypominajacych analogi GLP-1,
ktére sa stosowane w leczeniu cukrzycy typu II. Ta nowa wilasciwos¢ wspotpracy
podstepow podwaza tradycyjny model addytywnych preferencji substratow i sugeruje

bardziej ztozony, zalezny od kontekstu obraz interakcji proteaza-substrat.

Aby lepiej zrozumie¢ réznice w preferencjach substratowych tych dwoch proteaz,
ustalili$my struktur¢ DPF-3 za pomoca kriogenicznej mikroskopii elektronowej (Cryo-
EM) z rozdzielczoécia 2,6 A. Wyprodukowanie rekombinowanego DPF-3 okazalo sig
powaznym wyzwaniem. Przetestowalem kilka znacznikow epitopowych, warunkoéw
solnych i zakresow pH, aby zoptymalizowaé jego ekspresj¢ i oczyszczanie. Sama
ekspresja DPF-3 nie stanowila wigkszej przeszkody. Ekspresja za posrednictwem
bakulowirusa w komodrkach owadow data duze ilosci DPF-3 po wstepnej optymalizacji.
Prawdziwa trudno$¢ polegata na rozpuszczalnosci biatka. Niezaleznie od zastosowanego

podejscia, DPF-3 konsekwentnie agregowalo si¢ i eluowato w frakcji pustkowe;.

Przetom nastgpit dzigki prostej, ale nowatorskiej zmianie: komorki owadow zazwyczaj
nie s3 hodowane w temperaturze ponizej 20°C, ale ja hodowalem je w temperaturze
16°C. Zmiana ta catkowicie rozwigzala problem rozpuszczalnosci i pozwolita mi
uzyska¢ wystarczajaca ilos¢ rozpuszczalnego DPF-3 zaréwno do okres$lenia struktury, jak

1 do testow enzymatycznych in vitro.

Na podstawie analizy strukturalnej ustalilem, ze rdznice w aktywno$ci enzymatycznej
miedzy tymi dwoma proteazami wynikaja gtéwnie z rd6znic w ich podmiejscach S2 1 S1'.
W przeciwienstwie do DPP4, DPF-3 posiada kwasowa reszte (E309) i nie ma

wybrzuszonej petli, ktora wprowadza reszt¢ hydrofobowa lub aromatyczng (F357 w
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DPP4) do podmiejsca S2, znaczaco zmieniajac jego ksztalt 1 §rodowisko chemiczne.
Reszta E309 w DPF-3 jest strukturalnie wyréwnana z seryng (S209) w DPP4 i znajduje
si¢ obok motywu podwdjnego glutaminianu odpowiedzialnego za pozycjonowanie
koncowej grupy NH3(". Ta roznica strukturalna odpowiada silniejszemu negatywnemu
wpltywowi reszt kwasowych, takich jak asparaginian i glutaminian w pozycji P2 w DPF-
3 w porownaniu z DPP4. Zmniejszona tolerancja na niektéore aminokwasy w podmiejscu
S2 prawdopodobnie wymaga zwieckszonego udziatu innych podmiejsc, aby osiagnac
skuteczne rozszczepienie. Moze to wyjasnia¢ wyrazng preferencj¢ DPF-3 dla proliny w
pozycji P1, poparta optymalnym wigzaniem w podmiejscu S1 i sztywng konformacja

szkieletu substratu.

Podsumowujac, nasze badanie stanowi przekonujacy dowod na to, jak mozna potaczy¢
proteomike ilosciowa 1 kinetyke enzymdéw w celu analizy specyficznos$ci proteaz
z niespotykang dotad rozdzielczo$cig. Opracowujac metode qPISA i stosujac ja do DPP4
1 DPF-3, ujawniliSmy wspoéldzialanie podregiondéw, ktore reguluje sposdb, w jaki
proteazy wigzg si¢ ze swoimi substratami. Praca ta na nowo definiuje nasze rozumienie
selektywnosci proteaz, ujawnia nieoczekiwang elastycznos¢ w obrebie rodziny DPPIV i1
oferuje nowe ramy zaré6wno dla badan podstawowych, jak i stosowanych badan nad
proteazami (projektowanie lepszych analogéw GLP-1). Stanowi to znaczacy postep w tej
dziedzinie i otwiera nowe mozliwosci badania réznorodnych rol proteaz w zdrowiu i

chorobach.

3. Dipeptydylopeptydaza DPF-3 jest straznikiem mikroRNA (publikacja 3)
W naszej publikacji z 2025 r. pt. ,, zidentyfikowaliSmy DPF-3, konserwatywna
dipeptydylopeptydaze homologiczna do DPP8/9 ssakéw, jako kluczowy regulator szlaku
miRNA w C. elegans. Wykazatem, ze DPF-3 fizycznie 1 genetycznie oddzialuje z
specyficznym dla miRNA Argonaute ALG-1, dziatajac jako straznik, ktory moduluje
kompensacyjng aktywnos$¢ ALG-2 w przypadku braku alg-1.

Biatka Argonaute sg od kilkudziesi¢ciu lat przedmiotem intensywnych badan na réznych
organizmach modelowych. Wiele laboratoriow podj¢to proby zidentyfikowania biatek
oddzialujacych z Argonautami. Powszechng strategia bylo wprowadzenie biatek
Argonaute oznaczonych epitopem do wybranego systemu modelowego, przygotowanie

lizatdw, immunoprecypitacja oznaczonego Argonaute, a nastepnie identyfikacja bialek
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oddziatujacych za pomoca spektrometrii masowej. Jednak jedng z gtownych wad tego
podejscia jest to, ze nadekspresja Argonaute oznaczonego epitopem czgsto zaburza
naturalng stechiometri¢ kompleksu biatkowego Argonaute. Aby unikngé¢ tego problemu,
wykorzystalem technologi¢ edycji genomu za pomoca CRISPR/Cas9 do oznaczenia
epitopowego endogennego alg-1 na jego N-koncu i potwierdzilem, ze oznaczone biatko
ALG-1 jest funkcjonalne. Immunoprecypitacja ALG-1, a nastgpnie spektrometria
masowa (IP-MS) doprowadzily do identyfikacji DPF-3 jako nowego partnera
oddziatlujacego. Analiza genetyczna wykazata, ze knockout dpf-3(xe68) hamuje defekty
rozwojowe 1 strukturalne zwigzane z utrata funkcji alg-1(gk214) u zmutowanych
zwierzat, takie jak nadmierna proliferacja komorek szwow, tworzenie si¢ szczelin
skrzydetkowych i1 pegkanie sromu w temperaturze 25 °C. Te fenotypowe ratunki sugeruja,
ze DPF-3 normalnie ogranicza kompensacj¢ przez ALG-2, a jego utrata umozliwia ALG-

2 skuteczne zastgpienie ALG-1.

Na poziomie molekularnym sekwencjonowanie malych RNA wykazalo, ze zwierzeta z
mutacja alg-1(gk214) wykazuja powszechne zaburzenia regulacji pozioméw miRNA w
stanie rOwnowagi, przy czym prawie potowa wykrytych miRNA jest nieprawidiowo
regulowana co najmniej dwukrotnie. Co ciekawe, zwierzgta z podwojna mutacja dpf-
3(xe68);alg-1(gk214) wykazuja dramatyczne przywrdcenie profilu obfitosci 1 represji
miRNA typu dzikiego, co wskazuje na silng kompensacje. RT-qPCR potwierdzito, ze
miRNA z rodziny let-7 i ich docelowe geny, takie jak daf-12, hbl-1, s3 znormalizowane u
podwojnych mutantéw dpf-3(xe68);alg-1(gk214) w porownaniu z pojedynczymi
mutantami alg-1(gk214).

Dalsza analiza wykazata, ze poziomy biatka ALG-2 s3 znacznie podwyzszone w
przypadku braku zaréwno dpf-3, jak i alg-1, czego nie zaobserwowano u samych
zwierzat zmutowanych dpf-3(xe68). Odpowiednio, oczyszczanie kompleksow miRISC
przy uzyciu sond specyficznych dla miRNA (let-7 1 miR-77) wykazuje zwigkszone
wlaczenie ALG-2 w dpf-3(xe68);alg-1(gk214) w porownaniu z samym alg-1(gk214).
Odkrycia te wskazuja, ze przy braku dpf-3 ALG-2 nie tylko zwigksza swoja liczebnos$¢,
ale takze aktywnie uczestniczy w tworzeniu miRISC i wyciszaniu celow. Co wazne,
chociaz DPF-3 moze oddziela¢ peptyd N-koncowy od ALG-2 in vitro, nie znaleziono
dowodoéw na to, ze DPF-3 wykorzystuje t¢ aktywnos¢ katalityczng do regulacji ALG-2 in

vivo. Badania koimmunoprecypitacji nie wykazaty stabilnej interakcji migdzy DPF-3 a
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ALG-2, nawet w przypadku alg-1(gk214). Mutacje zakldcajace funkcje katalityczng DPF-
3 lub modyfikujace region N-koncowy ALG-2 nie wplywaly na zdolno$¢ do
przywrocenia fenotypu utraty funkcji alg-1, co dodatkowo potwierdza nieenzymatyczny
mechanizm regulacji z udziatem DPF-3. Ponadto odkryliémy, ze DPF-3 wptywa na
biogenez¢ mRNA alg-2. Testy RT-qPCR mierzace dojrzale mRNA alg-2 wykazuja
ponad 1,5-krotny wzrost w podwojnym mutancie w porownaniu z typem dzikim, podczas
gdy poziomy pre-mRNA sa w przyblizeniu dwukrotnie wyzsze, co sugeruje zwigkszong
transkrypcje i/lub ulepszone przetwarzanie mRNA przy braku dpf-3. Zwierzgta z
pojedynczym mutacja alg-1(gk214) rowniez wykazuja wahania w pre-mRNA, ale nie
wykazuja odpowiedniego wzrostu dojrzatych transkryptow. Sugeruje to, ze DPF-3
hamuje proces dojrzewania transkryptow alg-2 w warunkach niedoboru alg-1.
Porownywalne pomiary dla gendéw kontrolnych nie wykazaly rownowaznego wzrostu

poziomow dojrzatych transkryptéw, co wskazuje na wzgledna specyfike regulacji alg-2.

Na podstawie tych wynikéw zaproponowaliSmy nastepujacy model regulacyjny: u
zwierzat typu dzikiego DPF-3 wiaze si¢ z ALG-1 1 utrzymuje zrownowazong ekspresje
alg-2, umozliwiajagc ALG-1 sterowanie wickszoscig wyciszania miRNA. Kiedy poziom
ALG-1 spada (np. alg-1(gk214)), DPF-3 nadal hamuje ekspresje¢ i przetwarzanie alg-2,
uniemozliwiajagc skuteczng kompensacje 1 powodujac nieprawidlowe tlumienie za
posrednictwem miRNA. Usunigcie dpf-3 tagodzi te supresje: transkrypty alg-2 sa
podwyzszone, biatko ALG-2 gromadzi si¢ i1 tworzy aktywne kompleksy miRISC,
kompensujac w ten sposob utrate alg-1 i ratujagc sprawnosé rozwojowa. Praca ta znacznie
poszerza nasza wiedz¢ na temat wzajemnego oddziatywania paralogow AGO
specyficznych dla miRNA in vivo 1 wprowadza DPF-3 jako molekularnego straznika,
ktory moduluje szlaki kompensacyjne na poziomie biogenezy mRNA, a nie
bezposredniej proteolizy. Odkrycia sugeruja, ze ewolucyjna konserwacja funkcji DPF-3
moze rozcigga¢ si¢ na systemy ssakow, w ktorych wystepuje wiele biatek AGO i
homologéw DPP8/9. Odkrywajac niekatalityczng, zalezng od kontekstu o$ regulacyjna
kontrolujacg obfitos¢ efektoréw miRNA, badanie otwiera nowe mozliwosci eksploracji

odpornosci regulacji genéw i homeostazy potranskrypcyjne;.

4. Caenorhabditis elegans DPF-3 i ludzki DPP4 wykazujg aktywno$¢ tripeptydylopeptydazy
(publikacja 4)
Rodzina dipeptydylopeptydaz IV (DPPIV) obejmuje grupe ewolucyjnie zachowanych
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proteaz serynowych, ktore odgrywajag istotng role w regulacji fizjologicznej poprzez
przetwarzanie bioaktywnych peptydow i biatek. Ludzki DPP4, znany rowniez jako
CD26, stanowi przyktad klinicznego znaczenia tej rodziny, stuzac jako cel terapeutyczny
w cukrzycy typu 2 poprzez regulacj¢ hormondéw inkretynowych, takich jak peptyd
glukagonopodobny 1 (GLP-1) i peptyd insulinotropowy zalezny od glukozy (GIP). Poza
homeostazg glukozy, hDPP4 bierze udzial w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego,
reakcjach zapalnych i biologii nowotworow. Inne czlonki tej rodziny, w tym hDPPS,
hDPP9 i biatko aktywujace fibroblasty (FAP), maja podobna budowe i substraty, ale
roznig si¢ lokalizacja komoérkowa, mechanizmami regulacyjnymi 1 rolami

fizjologicznymi.

W Caenorhabditis elegans wystepuje szes¢ katalitycznie aktywnych enzymow DPPIV,
przy czym DPF-3 stanowi ortolog DPP8/9 ssakéw. DPF-3 lokalizuje si¢ w
ziarnistosciach P, wyspecjalizowanych  kompleksach ~ rybonukleoproteinowych,
ktére maja kluczowe znaczenie dla rozwoju linii germinalnej i wyciszania genéw za
posrednictwem matych RNA. W poprzednich pracach zidentyfikowano WAGO-1, biatko
Argonaute bogate w proling, jako substrat DPF-3, gdzie przetwarzanie N-konca jest
niezb¢dne do prawidlowego sortowania RNA 22G 1 wyciszania elementow

transpozycyjnych.

Tradycyjnie enzymy z rodziny DPPIV s3 znane z rozszczepiania dipeptydéw z N-konca
substratow, stad nazwa DiPeptidyl. Jednak podczas mapowania N-konca
immunoprecypitowanego WAGO-1 za pomoca spektrometrii masowej zaobserwowatem
wiele wariantow rozszczepiania, z ktorych niektore sg niezgodne z czysta aktywnoscig
dipeptydylopeptydazy. Obserwacja ta sugerowata mozliwos¢, ze DPF-3 moze posiada¢
aktywnos$¢ tripeptydylopeptydazy. Alternatywnym wyjasnieniem jest sekwencyjne
rozszczepianie: DPF-3 dokonuje rozszczepienia dipeptydylowego, a nastepnie nastgpuje
aktywno$¢ monopeptydazy przez nieznang proteaze. Postanowilem sprawdzi¢ te dwie
mozliwo$ci, przeprowadzajac test in vitro z uzyciem rekombinowanego DPF-3 i
syntetycznych peptydéw odpowiadajacych N-koncowi WAGO-1. DPF-3 typu dzikiego
skutecznie usuwat tripeptydy, podczas gdy mutant DPF-3(S784A) z uposledzong
aktywnoscig katalityczng nie wykazywal zadnej aktywnosci. Rownoleglte eksperymenty
z biatkami ludzkimi wykazaty, ze hDPP4 moze réwniez przeprowadzaé rozszczepianie

tripeptydowe, podczas gdy hDPP9, mimo ze wykazuje aktywno$¢ katalityczng w testach
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dipeptydowych, nie wykazuje takiej aktywno$ci. Wyniki te wskazujg, ze rozszerzone
przetwarzanie N-konca nie jest uniwersalng wlasciwoscig wszystkich enzyméw DPPIV,

ale raczej specyficzng cechg niektorych cztonkow rodziny.

Poniewaz zaobserwowana aktywnos$¢ peptydazy tripeptydylowej byta catkowicie
nieoczekiwana, upewnitem si¢ co do tej dodatkowej aktywnosci poprzez test ortologiczny
z uzyciem fluorogenicznego substratu peptydowego. Substrat zawiera pojedyncza proling
w trzeciej pozycji, po ktorej nastepuje AMC, fluorofor. Uwolnienie AMC powoduje
wzrost fluorescencji, ktory jest mierzony ilo§ciowo. Analiza kinetyczna z uzyciem
fluorogenicznego  substratu  H-Met-Gly-Pro-AMC  ujawnila  wyrazne profile
enzymatyczne. DPF-3 wykazatl K., wynoszacy 246 uM, podczas gdy hDPP4 wykazal
wyzszy Km wynoszacy 462 uM, odzwierciedlajac wigkszg zdolnos¢ obrotu, ale nizsze
powinowactwo do substratu. DPF-3(S784A) i hDPP9 byty nieaktywne w identycznych

warunkach.

Aby lepiej zrozumie¢, dlaczego DPF-3 1 hDPP4 posiadaja t¢ dodatkowsa
aktywno$¢ tripeptydylopeptydazy, a hDPP9 nie, przeprowadziliSmy superpozycje
strukturalng DPF-3 z hDPP4 i DPP9, ktéra ujawnita wysoce konserwatywny rdzen
katalityczny o/p-hydrolazy i fald B-propeller, z RMSD okoto 1 A. Pomimo tej
konserwatywnosci  tylko DPF-3 1 hDPP4 wykazywaly silng aktywnos$¢
tripeptydylopeptydazy, co sugeruje, ze petle niebedace rdzeniem lub odrebne podmiejsca
wigzania substratu decyduja o zdolnosci do przyjmowania i rozszczepiania dodatkowego
aminokwasu. Te subtelne rdznice strukturalne wydaja si¢ leze¢ u podstaw rozbieznosci w
funkcji katalitycznej, podkreslajac, ze rozszerzone rozpoznawanie substratu jest

determinowane nie tylko przez konserwatywng architekture katalityczna.

Pod wzgledem funkcjonalnym nasze odkrycia pokazuja, ze DPF-3 sekwencyjnie
przycina N-konce WAGO-1 w miejscach bogatych w proling in vivo, co jest zgodne z
podwdjng aktywnoscia di- i tripeptydylopeptydazy. Chociaz zdarzenia rozszczepiania
podobne do endopeptydazy sa mniej czeste, prawdopodobnie ze wzgledu na wewnetrzne
preferencje katalityczne lub nieoptymalne warunki testu, zdolno$¢ do rozszerzonego
przetwarzania sugeruje szerszy repertuar substratow fizjologicznych niz wczesniej

sadzono.

Odkrycia te poszerzaja wiedz¢ na temat proteaz z rodziny DPPIV, podwazajac
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tradycyjny poglad, ze sa one wylacznie dipeptydylopeptydazami. Podkreslaja one
funkcjonalng réznorodno$¢ w obrebie rodziny i1 sugeruja, ze inne jej cztonki moga
réwniez posiada¢ nieznang dotad aktywno$¢ tripeptydylopeptydazy. Identyfikacja
dodatkowych substratow fizjologicznych i okre$lenie determinantéw strukturalnych
umozliwiajgcych rozszczepianie trzeciego resztu mogloby pomoc w projektowaniu
selektywnych inhibitoréw lub proteaz inzynieryjnych o dostosowanych zdolno$ciach
przetwarzania N-konca. Takie spostrzezenia sg obiecujace dla poglgbienia naszej wiedzy
na temat dojrzewania hormonow peptydowych, regulacji immunologicznej oraz rozwoju
terapii opartych na peptydach o zwigkszonej stabilnosci lub ukierunkowanej

bioaktywnosci.

Podsumowujac, poprzez polaczenie analiz biochemicznych, kinetycznych 1
strukturalnych wykazalismy, ze C. elegans DPF-3 1 hDPP4 posiadajg aktywnos¢
tripeptydylopeptydazy oprocz swojej kanonicznej funkcji dipeptydylowej. Ta podwdjna
aktywnos$¢ rozszerza potencjalny repertuar substratow tych enzymow i stanowi podstawe
dla przysztych badan nad ich rola fizjologiczng i potencjatem terapeutycznym. Nasze
prace podkreslaja, ze subtelne roznice w regionach niebedacych rdzeniem oraz w
miejscach wigzania substratow moga mie¢ gleboki wptyw na specyfike proteazy, oferujac

nowe spojrzenie na plastyczno$¢ funkcjonalng proteaz z rodziny DPPIV.

5. Prezentacja znaczacej dzialalnosci naukowej lub artystycznej prowadzonej w wiecej
niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub kulturalnej, zwlaszcza w instytucjach
zagranicznych.

e Po ukonczeniu studiéw doktoranckich dotaczytem do laboratorium prof. Alaina Jacquiera
w Institut Pasteur w Paryzu we Francji jako stypendysta podoktorancki. Moim projektem byto
zrozumienie, w jaki sposob mozna modulowaé zakonczenie transkrypcji w celu zmiany
ekspresji genow. W ramach tej pracy postanowitem zrozumie¢, w jaki sposob gen
Saccharomyces cerevisiae RPLIB, ktory koduje biatko rybosomalne, jest regulowany na
poziomie transkrypcji. Geny biatek rybosomalnych sa ekspresjonowane na wysokim
poziomie, ale muszg by¢ roéwniez S$cisle kontrolowane, aby utrzymaé homeostaze
komorkowsa. Chociaz zakonczenie transkrypcji byto tradycyjnie postrzegane jako proces
statyczny, ktory po prostu okresla koniec genu, naszym celem byto zbadanie, czy moze ono

rowniez shuzy¢ jako mechanizm regulacyjny. Skupiajac si¢ na RPLIB, odkrylismy
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uderzajacy przyktad tego, jak modulacja migdzy roznymi trybami zakonczenia

transkrypcji moze wptywac na ekspresje genow.

W wyniku moich eksperymentow odkryliSmy, ze transkrypcja RPLIB przebiega na
przemian dwoma roznymi S$ciezkami terminacji. Jedna $ciezka prowadzi do prawidtowej
terminacji 1 produkcji funkcjonalnego mRNA, =zapewniajagc syntez¢ biatka
rybosomalnego. Druga $ciezka prowadzi do terminacji, w wyniku ktorej powstaja
niekodujace RNA, ktore nie przyczyniaja si¢ do produkcji biatek. Ta dynamiczna zmiana
migdzy trybami terminacji skutecznie kontroluje poziom ekspresji RPLIB. Co wazne,
wykazatem, ze ten mechanizm regulacyjny nie jest przypadkowy, ale jest precyzyjnie
dostrojonym procesem, ktory odpowiada na potrzeby komorki w zakresie syntezy biatek
rybosomalnych. Praca ta podkresla znaczenie zakonczenia transkrypcji jako aktywnego
uczestnika regulacji gendw, poszerzajac naszg wiedz¢ na temat ztozonos$ci kontroli
potranskrypcyjnej i1 transkrypcyjnej. Ostatecznie nasze badania ustanawiaja RPLIB jako
modelowy system do badania szerszej roli wyboru zakonczenia w precyzyjnym

dostrajaniu programow ekspresji genow.

W drugim projekcie, ktory rozpoczatem jako doktorant, badatem funkcje rybonukleazy dis-
3p. W ramach tych badan analizowalem mechanizm regulujacy przetwarzanie
prekursorow RNA 1 ich degradacj¢ w normalnych warunkach. Chociaz wiadomo bylojuz,
ze egzosom jadrowy odgrywa kluczowg rol¢ w nadzorowaniu i1 degradacji RNA, zakres
jego aktywnos$ci w komorkach typu dzikiego pozostawat niejasny. Chciatem ustali¢, czy
egzosom dziata gldwnie w zakresie kontroli jakos$ci, usuwajac nieprawidlowe transkrypty, czy
tez , czy rOwniez w znacznym stopniu przetwarza normalne prekursory RNA w ramach
regularnej ekspresji gendéw. Naszym celem bylo zmapowanie udziatu egzosomu w

metabolizmie RNA z rozdzielczo$cig obejmujaca caty genom.

Stosujac metody transkryptomiczne o wysokiej wydajnosci, odkryliSmy, ze egzosom nie
ogranicza si¢ do degradacji wadliwych RNA, ale jest réwniez glgboko zaangazowany w
ksztattowanie transkryptomu komoérek typu dzikiego. ZaobserwowaliSmy powszechng
degradacje prekursoréw RNA, w tym niesplicowanych pre-mRNA, przedtuzonych
transkryptow 3'-koncowych i1 innych produktéw ubocznych transkrypcji. Ta rozlegla
aktywnos$¢ egzosomu zapewnia, ze gromadza si¢ tylko prawidtowo przetworzone i

funkcjonalne RNA, podczas gdy nadmiar lub niepozadane produkty posrednie sg szybko
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eliminowane. Nasze wyniki wykazaty, ze dojrzewanie RNA 1 rozpad RNA sa $cisle
powigzanymi procesami, skoordynowanymi w celu utrzymania integralnosci
transkryptomu. Odkrycia te na nowo definiuja nasze rozumienie nadzoru RNA,
podkreslajac, ze degradacja nie jest jedynie procesem korygujacym, ale integralng czeScia

regulacji genow.

e  Odwiedzilem laboratorium Torbena Heicka Jensena na Uniwersytecie w Aarhus w Danii, aby
przeprowadzi¢ eksperymenty dotyczace lokalizacji RNA w jadrze komoérkowym drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. Moja praca w laboratorium prof. Aarhusa i dalsza wspotpraca z
jego zespotem zaowocowaly dwoma publikacjami. Jeden z projektéw dotyczyt nadzoru
nad mRNA w jadrze komérkowym u mutantdow kompleksu THO/sub2 Saccharomyces
cerevisiae. Defekty w kompleksie THO/sub2 zaktdcaja prawidtlowy montaz mRNP,
prowadzac do zatrzymania w jadrze komorkowym 1 degradacji nieprawidiowych
transkryptow. Zaobserwowalismy, ze egzosom i jego kofaktory odgrywaja kluczowa role
w eliminacji tych wadliwych mRNA. Nieprawidlowo zmontowane mRNP sg

rozpoznawane przez czynniki nadzorujgce, co uniemozliwia ich eksport.

W kolejnym badaniu zbadali§my rol¢ kompleksu THO/Sub2p w koordynowaniu
transkrypcji z eksportem mRNA. Odkrylismy, ze THO/Sub2p laczy przetwarzanie konca 3’
mRNA z ich powigzaniem z kompleksem poréw jadrowych. Utrata funkcji THO/Sub2p
powoduje zaburzenia w tworzeniu konca 3’ i zaktdcenia w interakcjach miedzy genami a
porami jadrowymi, co prowadzi do wad eksportu. Nasze wyniki wykazaty, ze sprz¢zenie
to jest niezb¢dne do skutecznego dojrzewania i eksportu transkryptow. Dzigki tej pracy
odkrylismy, ze THO/Sub2p integruje transkrypcje, przetwarzanie RNA 1 eksport w
jednolity szlak.

e Bylem goscinnym studentem w laboratorium Sabine Brantl na Uniwersytecie Friedricha
Schillera w Jenie w Niemczech 1 realizowatem projekt majacy na celu zrozumienie
funkcji matych niekodujacych RNA w opornosci na antybiotyki. Stwierdzono, ze CodY,
globalny regulator transkrypcji w Bacillus subtilis, aktywuje transkrypcje malego
regulacyjnego RNA (sRNA). To sRNA odgrywa role w precyzyjnym dostrajaniu
ekspresji genéw w warunkach bogatych w sktadniki odzywcze. Nasze badania wykazaty, ze
CodY wiaze si¢ bezposrednio z regionem promotora genu sSRNA, a utrata CodY znacznie

zmniejsza ekspresj¢ SRNA, potwierdzajac jego role regulacyjna.
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e Przez sze$¢ miesigcy bylem studentem wizytujacym w laboratorium Olivera
Muhlemanna na Uniwersytecie w Bernie w Szwajcarii, gdzie badalem role rozktadu
mRNA za posrednictwem nonsensownych mutacji (NMD) w hodowli komorkowe;.
Poznatem ré6zne techniki biologii molekularnej oraz koncepcje kontroli jakosci RNA.

Podczas tego krotkiego pobytu nie udato mi si¢ opublikowaé zadnych prac.

6. Prezentacja osiagnie¢ dydaktycznych i organizacyjnych, a takze osiagnie¢ w
zakKresie popularyzacji nauki lub sztuki.

a. Dydaktyka

Od 2022 roku bylem zatrudniony jako adiunkt w Centrum Technologii Zaawansowanych
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Zostatem zwolniony z obowigzkow
dydaktycznych dzigki grantowi SONATA BIS przyznanemu przez Narodowe Centrum
Nauki. W zwigzku z tym nie miatem okazji prowadzi¢ zaje¢ dydaktycznych. W roku
akademickim 2024-2025 prowadzitem wyktady dla studentéw studiow magisterskich z
biotechnologii na temat transgeniki zwierzat. Dodatkowo opracowatem praktyczny kurs

z zakresu transgeniki zwierzat z wykorzystaniem C. elegans jako systemu modelowego.

b.  Opiekunostwo nad studentami/badaczami
Obecnie jestem wspotpromotorem trzech doktorantéw w moim laboratorium, ktérzy sa

zapisani do szkoty doktorskiej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza.

1. Ankit Roy: 01.02.2023 do 31.01.2027.
Tytul: Mechanistyczne zrozumienie picd-1 w wyciszaniu transpozondw i utrzymaniu

genomu

2. Afzal Amanullah: 01.05.2023 do 30.04.2027.
Tytul: Regulacja aktywnosci ALG-1 przez proteaze DPF-3, niezaleznie od

jejaktywnosci katalitycznej.

3. Damini Saha: 01.08.2023 do 30.07.2027.
Tytul: Rola proteaz DPPIV w zwalczaniu agregatow biatkowych spowodowanych

powtarzajacymi si¢ ekspansjami.
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Obecnie w moim laboratorium pracuje trzech doktorantéw pod moim nadzorem.

1. Ilkin Aygun-Soyalp.
Tytul: Biatko wigzace RNA, PUF-9, jest niezb¢dne do reprodukcjiu C. elegans.

2. Hasan Ali.
Tytul: Funkcje dpf-4 1 dpf-5 w ptodnosci robakow.

3. Aditya Trivedi.
Tytul: Opracowanie specyficznych i silnych inhibitorow DPF-3.

Dodatkowo w roku akademickim konczacym si¢ w 2024 r. studiowat student studiow

magisterskich oraz student programu Erasmus w ramach trzymiesi¢gcznej wymiany.

Praca magisterska napisana pod moim kierunkiem:
1. Safa Oksiiz, 2024, ,,Rola txdc-12.2 w regulacji ekspresji genow za posrednictwem

Argonaute”.

Projekt studenta Erasmusa:

1. Umut Celik, 2025: Rola PUF-9 w rozmnazaniu nicieni

c¢. Popularyzacja nauki

1. Zostalem zaproszony do wygloszenia przemdwienia podczas konferencji ,,Biological &
Medical Model United Nations” w Poznaniu, gdzie przedstawitem przeglad badan
prowadzonych w moim laboratorium, a takze oméwitem rolge nauki w reagowaniu na
pandemie, opierajac si¢ na naszych ostatnich do§wiadczeniach globalnych. Poruszytem
réwniez kwesti¢ rosngcego wplywu sztucznej inteligencji na badania naukowe. Po
wyktadzie rozmawialem ze studentami, odpowiadajac na ich pytania naukowe i
poruszajac szersze tematy, takie jak przyszito§¢ badan naukowych 1 sposoby

przygotowania si¢ mtodych ludzi do kariery naukowe;.

2. Liczba studentow wybierajacych biologi¢ i karier¢ naukowa spada w alarmujgcym
tempie. Aby zainspirowa¢ kolejne pokolenie, zostalem zaproszony do mojej dawnej

szkoty, aby opowiedzie¢ o karierze naukowej. Podzielitem si¢ spostrzezeniami na temat
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srodowiska badawczego, emocji zwigzanych z odkrywaniem nieznanego oraz wyzwan
zwigzanych z karierg naukowa. Przedstawiajac realistyczny, ale inspirujacy obraz, udato
mi si¢ przekaza¢, ze kariera naukowa jest nie tylko mozliwa, ale takze gleboko
satysfakcjonujaca i intelektualnie spetniajagca. Mam nadzieje, ze ta interakcja wzbudzita
ciekawos$¢ przynajmniej u kilku ucznidow 1 zachegcita ich do rozwazenia przysztosci w

badaniach biologicznych.

3. Na zaproszenie Migedzynarodowej Szkoty w Poznaniu (ISOP) odwiedzilem szkote, aby
wyjasni¢ uczniom pojecie ,siedlisk”. Pokazalem robaki, bakterie i grzyby oraz
wyjasnitem dzieciom znaczenie siedlisk i to, jak ich zniszczenie/brak moze mieé

katastrofalne skutki nie tylko dla mikroorganizmow/zwierzat, ale takze dla ludzi.

4. Aby wzbudzi¢ zainteresowanie badaniami naukowymi 1 zwigkszy¢ $wiadomos¢
spoteczng na temat badan nad organizmami modelowymi, zaprositem kilku ucznidow 1 ich
rodziny do odwiedzenia mojego laboratorium. Podczas wizyty zaprezentowatem im C.
elegans, nasz organizm modelowy, 1 pokazatem, jak komorki i neurony wygladaja pod
mikroskopem. Wyjasnitem, w jaki sposob wykorzystujemy te proste, ale potezne
organizmy do odkrywania podstawowych proceséw biologicznych. Wiele osob spoza
srodowiska naukowego nie zdaje sobie sprawy z wartosci badan nad organizmami
modelowymi 1 tego, jak odkrycia w systemach takich jak C. elegans maja szerokie
implikacje dla zdrowia ludzkiego. Omowilem na przyktad kluczowe przetomy, takie
jak  odkrycie = mikroRNA 1  molekularnych  mechanizméw programowane;j
smierci komoérkowej, ktore po raz pierwszy odkryto u tych robakéw, a poOzniej
stwierdzono, ze wystepuja one rowniez u ludzi. Mam nadziej¢, ze dzigki temu
doswiadczeniu udalo mi si¢ przekaza¢ znaczenie i potencjat badan nad organizmami
modelowymi , a by¢ moze zainspirowatem odwiedzajacych do glebszego docenienia

nauki.

7. Oprocz informacji wymienionych w punktach 1-6 powyzej, wnioskodawca moze
dolaczy¢ inne informacje dotyczace swojej kariery zawodowej, ktore uzna za
istotne.

a. Niezalezne granty

e NCN SONATA BIS (2022-2027) dla projektu zatytutowanego ,,Rola proteaz z rodziny
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DPPIV w wyciszaniu transpozondéw i utrzymaniu genomu” — gtdwny badacz;

e NCN OPUS (2023-2027) dla projektu zatytulowanego ,,Mechanistyczne zrozumienie

picd-1 w wyciszaniu transpozondéw 1 utrzymaniu genomu” — gldéwny badacz.

e MAB- FENG (2025-2029) dla projektu zatytutlowanego ,,TREAT-EXP: Opracowanie
strategii terapeutycznych choréb genetycznych cztowieka powodowanych ekspansja

powtorzen nukleotydowych” — kierownik zespotu

b.  Nagrody i wyrdznienia

e Luty 2010: Stypendium podoktoranckie ROUX przyznane przez Institut Pasteur.
e Luty 2010: Stypendium podoktoranckie ARC — z wdzigcznos$cig odrzucone.
e Maj 2006: Stypendium doktoranckie Regionu ile-de-France, Paryz, Francja.
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	1. Imię
	2. Dyplomy, stopnie naukowe uzyskane w określonych dziedzinach nauk ścisłych lub humanistycznych, w tym nazwa instytucji, która nadała stopień naukowy, rok uzyskania stopnia naukowego, tytuł pracy doktorskiej.
	3. Informacje o zatrudnieniu w instytutach badawczych lub na wydziałach/katedrach lub w szkołach artystycznych.
	4. Opis osiągnięć, określonych w art. 219 ust. 1 pkt 2 ustawy.
	5. Prezentacja znaczącej działalności naukowej lub artystycznej prowadzonej w więcej niż jednej uczelni, instytucji naukowej lub kulturalnej, zwłaszcza w instytucjach zagranicznych.
	6. Prezentacja osiągnięć dydaktycznych i organizacyjnych, a także osiągnięć w zakresie popularyzacji nauki lub sztuki.
	7. Oprócz informacji wymienionych w punktach 1-6 powyżej, wnioskodawca może dołączyć inne informacje dotyczące swojej kariery zawodowej, które uzna za istotne.
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