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I. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

a) 1996 - licencjat z biologii w zakresie mikrobiologii, tytut uzyskany na Uniwersytecie
Wroctawskim, w Zaktadzie Genetyki, Wydziat Nauk Przyrodniczych (obecnie Wydziat
Nauk Biologicznych). Temat pracy ,mtDNA a ewolucja cziowieka”, opiekun naukowy:
Prof. dr hab. Stanistaw Utaszewski.

b) 1998 — magister biologii w zakresie mikrobiologii, dyplom uzyskany na Uniwersytecie
Wroctawskim, w Zaktadzie Genetyki, Wydziat Nauk Przyrodniczych (obecnie Wydziat
Nauk Biologicznych). Temat pracy ,Poszukiwanie czynnikéow indukujgcych i
zastosowanie testu na aktywnos$c B-galaktozydazy do badania ekspresji genéw: PDR5,
ACR3 i YDL100c na poziomie transkrypcji”, promotor: Prof. dr hab. Stanistaw
Utaszewski.

c) 2002 — doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, dyplom uzyskany na
Uniwersytecie Wroctawskim, w Zaktadzie Genetyki, Wydziat Nauk Przyrodniczych
(obecnie Wydziat Nauk Biologicznych). Tytut rozprawy doktorskiej ,Mechanizmy
molekularne opornosci komoérek drozdzy Saccharomyces douglasii na zwigzki arsenu”,
Promotor: Prof. dr hab. Stanistaw Utaszewski, recenzenci: Prof. dr hab. Joanna Rytka,
Prof. dr hab. Stanistaw Cebrat oraz honorowy recenzent zagraniczny: Prof. Jaga
tazowska. Obrona z wyrdznieniem.

I1. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

2010 - obecnie: Adiunkt w Zaktadzie Genetyki i Fizjologii Komodrki, Instytut Biologii
Eksperymentalnej (dawny Instytut Biologii Roslin), Wydziat Nauk Biologicznych,
Uniwersytet Wroctawski

2009 - 2010: Adiunkt w Zakfadzie Genetyki i Fizjologii Komorki, Instytut Genetyki i
Mikrobiologii, Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski

2004 - 2009: Adiunkt w Zaktadzie Genetyki, Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Wydziat
Nauk Przyrodniczych (obecnie Wydziat Nauk Biologicznych), Uniwersytet Wroctawski

2003 - 2004: Asystent w Zaktadzie Genetyki, Instytut Genetyki i Mikrobiologii (dawny
Instytut Mikrobiologii), Wydziat Nauk Przyrodniczych (obecnie Wydziat Nauk
Biologicznych), Uniwersytet Wroctawski

1998 - 2002: studia doktoranckie w Zaktadzie Genetyki, Instytut Genetyki i Mikrobiologii
(dawny Instytut Mikrobiologii), Wydziat Nauk Przyrodniczych (obecnie Wydziat Nauk
Biologicznych), Uniwersytet Wroctawski

III. Opis merytoryczny osiagniecia naukowego przedstawionego do oceny;
wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.).

A) Osiagnieciem w mysl ww. Ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl pieciu
publikacji, dotqczony do dokumentacji jako Zatacznik nr 6, objety tytutem:

~Molekularne mechanizmy transportu arsenu i antymonu w komérkach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae”
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B) Publikacje wchodzace w skiad osiagniecia naukowego

1. Maciaszczyk-Dziubinska E., Migdal 1., Migocka M., Bocer T., Wysocki R. (2010) The
yeast aquaglyceroporin Fpslp is a bidirectional arsenite channel. FEBS Letters
584(4):726-732.

IF 5-letni: 3.372; MNiSW - 30 pkt; udziat wiasny: 70%

2. Maciaszczyk-Dziubinska E., Wawrzycka D., Sloma E., Migocka M., Wysocki R.
(2010) The yeast permease Acr3p is a dual arsenite and antimonite plasma membrane
transporter. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes 1798(11):2170-2175.

IF 5-letni: 3.881; MNiSW - 35 pkt; udziat wiasny: 80%

3. Maciaszczyk-Dziubinska E., Migocka M., Wysocki R. (2011) Acr3p is a plasma
membrane antiporter that catalyzes As(III)/H® and Sb(III)/H" exchange in
Saccharomyces cerevisiae. Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes 1808(7):1855-
1859.

IF 5-letni: 3.881; MNiSW - 35 pkt; udziat wiasny: 80%

4. Maciaszczyk-Dziubinska E., Migocka M., Wawrzycka D., Markowska K., Wysocki
R.(2014) Multiple cysteine residues are necessary for sorting and transport activity of the
arsenite permease Acr3p from Saccharomyces cerevisiae. Biochimica et Biophysica Acta -
Biomembranes 1838(3):747-755.

IF 5-letni: 3.881; MNiSW - 35 pkt; udziat wiasny: 70%

5. Markowska K., Maciaszczyk-Dziubinska E., Migocka M., Wawrzycka D., Wysocki R.
(2015) Identification of critical residues for transport activity of Acr3p, the
Saccharomyces cerevisiae As(I11)/H* antiporter. Molecular Microbiology 98(1):162-174.
IF 5-letni: 4.764; MNiSW - 40 pkt; udziat wiasny: 20%

Sumaryczny Impact Factor wyzej wymienionych publikacji wynosi 19.779. Sumaryczna
liczba punktdw MNiISW (zgodnie z aktualng punktacja wg wykazu MNiSW z dnia 31
grudnia 2014 r. oraz rozporzgdzenia MNiSW z dnia 13 lipca 2012 r.) wynosi 175.

! Odwiadczenia wszystkich wspétautoréw okresélajace indywidualny wktad kazdego z nich w powstanie
poszczegolnych prac znajdujg sie w Zataczniku 5

2 punkty MNiSW zgodnie z Zafgcznikiem do komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 31
grudnia 2014 r.

C) Omowienie osiagniecia naukowego
1. Istniejacy stan wiedzy

Arsen i antymon to toksyczne metaloidy wystepujace w Srodowisku. Skazenie wod i
gleby arsenem pochodzenia naturalnego jak i antropogenicznego jest powaznym
problemem zdrowotnym dla milionéw ludzi na $wiecie (Martinez et al., 2011). Szacuje
sie, ze okoto 40 min ludzi jest chronicznie narazonych na kontakt i ekspozycje na
niebezpieczne dawki arsenu, co prowadzi do powaznych problemdéw zdrowotnych, w tym
do licznych typow nowotworéw (Nordstrom, 2002; Garelick et al., 2008; Tapio and
Grosche, 2006; Sharma et al., 2014). Z drugiej strony toksyczne witasciwosci zwigzkow
arsenu i antymonu wykorzystywane sa w nowoczesnych chemioterapiach
przeciwnowotworowych i przeciwpierwotniakowych (Litwin et al., 2009). Tréjtlenek
arsenu (arszenik) jest obecnie rutynowo i z powodzeniem stosowanym zwigzkiem w
klinicznym leczeniu ostrej biataczki promielocytowej. Zastosowanie arszeniku w
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potaczeniu z innymi zwigzkami arsenu, nieorganicznymi (np. realgar) lub organicznymi
(np. Melarsoprol), daje tez szanse na wykorzystanie tych substancji w leczeniu innych
nowotwordw krwi oraz guzow litych (Dilda and Hogg, 2007). Chemioterapeutyki
zawierajgce arsen i antymon sg od dawna uzywane do leczenia tropikalnych choréb
pasozytniczych. Terapeutyki zawierajace pieciowartosciowe zwigzki antymonu
(Pentostam) sg nadal istotnym lekiem pierwszego rzutu przeciwko czestej tropikalnej
chorobie - leiszmaniozie (czarna febra) (Frezard et al., 2010), zas$ lek Melarsoprol
(zawierajacy tréjwartosciowy arsen) przed wprowadzeniem antybiotyku eflornitiny, byt
podstawowym lekiem stosowanym w drugiej neurologicznej fazie tryposomatozy
($pigczki afrykanskiej) (Chappuis, 2007). Niestety terapia arszenikowa nie jest skuteczna
u wszystkich pacjentéw, co wynika gtéwnie z aktywacji mechanizméw opornosci na arsen
(Zhu et al., 2014). Podobnie u pierwotniakow wystepuje powszechnie zjawisko opornosci
na zwigzki arsenu (Baker et al., 2013), co stanowi powazny problem medyczny.
Zrozumienie molekularnych mechanizméw opornosci komérek eukariotycznych na
zwigzki arsenu jest zatem niezbedne i kluczowe do opracowania skuteczniejszych metod
terapeutycznych, a takze okreslania wrazliwosci ludzi narazonych na dtugotrwatg
ekspozycje na arsen. Stad znaczenia nabraty badania nad drogami wnikania i usuwania
zwigzkow arsenu i antymonu, obejmujace identyfikacje i doktadne zbadanie funkcji,
ekspresiji i regulacji biatek zaangazowanych w transport metaloidow.

Dogodnym organizmem do badania zjawiska opornosci na arsen i antymon
okazaty sie by¢ drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae, ktére od wielu lat z
powodzeniem uzywane sg jako organizm modelowy w biologii molekularnej. Wieloletnie
badania grupy naukowej, ktorej jestem cztonkiem od 1998 roku, nad mechanizmami
opornosci komoérek drozdzy na zwigzki arsenu i antymonu prowadzone w Instytucie
Genetyki i Mikrobiologii, a nastepnie w Instytucie Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu
Wroctawskiego pozwolity na poznanie specyficznych mechanizmoéw nabywania opornosci,
w tym na identyfikacje biatek odpowiedzialnych za akumulacje arsenu i antymonu w
komoérce, jak i za usuwanie tych metaloidow z cytoplazmy (Rycina 1.) (Wysocki et al.,
1999; Tamas and Wysocki, 2001; Tamas et al., 2005, Rosen and Tamas, 2010, Lis et al.,
2010, Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2012). Intensywnie badamy tez mechanizm
regulacji ekspresji biatek zaangazowanych w detoksykacje komédrek drozdzy ze zwigzkow
arsenu i antymonu.

W 1996 roku dzieki badaniom na drozdzach zostato zidentyfikowane zgrupowanie
trzech genow: ACR1, ACR2, ACR3, ktore w wielu kopiach nadaje komodrkom wysokq
opornos¢ na As(III) i As(V) (Bobrowicz et al., 1997; Wysocki et al., 1997). Gen
ACR1/YAP8 koduje czynnik transkrypcyjny pozytywnie regulujacy transkrypcje gendw
ACR2 i ACR3 w odpowiedzi na stres arsenowy. Gen ACR2 koduje pierwszg
zidentyfikowang reduktaze arsenianowg u eukariontow, a jej obecnos$¢ niezbedna jest do
redukcji As(V) do As(III), ktory jest usuwany na zewnatrz komorki przez btonowy
transporter arsenowy Acr3 (Mukhopadhyay et al., 2000; Wysocki et al., 1997). System
usuwania As(III) z cytoplazmy przy pomocy transportera Acr3 wspomagany jest przez
dwa wakuolarne ABC transportery - Ycfl i Vmrl, ktore transportujg As(III) w formie
koniugatéw z glutationem do wakuoli (Rycina 1.) (Ghosh et al., 1999; Wysocki et al.,
2004, Wawrzycka et al., 2010; Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2012).
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Rycina 1. Drogi wnikania i usuwania zwigzkdéw
arsenu u drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
Gtowna, droge wnikania As(III) u drozdzy stanowi
akwagliceroporyna Fpsl, jednakze przy braku
glukozy w podtozu As(III) moze wnika¢ dzieki
permeazom heksozowym Hxt (Hxtl-Hxtl17, Gal2).
As(V) wnika do komorek poprzez transportery
fosforanowe Pho (Pho84 i Pho87); w komorce
ulega redukcji do As(III) dzieki reduktazie
arsenianowej Acr2. As(III) jest transportowany na
zewnatrz komoérki wbrew gradientowi stezen przez
transporter Acr3 na zasadzie antyportu As(III)/H*
lub poprzez akwagliceroporyne Fpsl zgodnie z
gradientem stezen, np. w czasie ekspozycji na
As(V). Skonjugowane formy As(III) z glutationem
sq sekwestrowane do wakuoli dzieki ABC
transporterom  Ycfl i Vmrl (Maciaszczyk-
Dziubinska et al., 2012)

2. Drozdzowa akwagliceroporyna Fpsl jest dwukierunkowym kanatem
arsenowym

W 2001 roku prof. Robert Wysocki we wspotpracy z prof. Markusem Tamasem z
Uniwersytetu w Gothenborgu odkryli droge i opisali mechanizm akumulacji As(III) do
komérek drozdzowych przez kanat glicerolowy Fpslp, nalezacy do nadrodziny
akwagliceroporyn (Rycina 1; Wysocki et al. (2001). Kanaty glicerolowy Fpsl nalezy do
licznej rodziny MIP (Major Intrinsic Proteins), ktére wystepuja poczawszy od bakterii do
cztowieka wtacznie. Wsrdd tych transporteréow wyrodznia sie dwie grupy: akwaporyny -
transportujg wode, akwagliceroporyny transportujg: wode, glicerol, mocznik i inne poliole
(polihydroksyalkohole). Odkrycie, iz kanat glicerolowy Fpsl transportuje arsen i antymon
w postaci As(OH)s i Sb(OH)s — zwigzki, ktore stanowig nieorganiczny odpowiednik polioli,
pozwolito wykazaé, iz ssacze akwagliceroporyny AQP9 i AQP7 mogg takze transportowac
As(OH)5; i Sb(OH); (Liu et al., 2002). Co istotne, udowodnienie roli AQP7 i AQP9 w
akumulacji metaloidow byto mozliwe dzieki zastosowaniu drozdzowego mutanta
delecyjnego fpsi jako gospodarza do heterologicznej ekspresji  ssaczych
akwagliceroporyn (Liu et al., 2002). Jest to takze bardzo dobry przyktad ukazujacy
olbrzymiag role badan na organizmie modelowym w zrozumieniu metabolizmu komoérek
ssakoéw.

Jednym ze sposobdw unikniecia toksycznego dziatania metali ciezkich i
metaloidéw jest ograniczenie ich akumulacji do komdrek drozdzy poprzez zahamowanie
aktywnosci odpowiednich transporterow lub usuwanie ich z btony komorkowej i
kierowanie do degradacji w wakuoli na drodze ubikwitynozaleznej endocytozy (Wysocki
and Tamas, 2010). Regulacja kanatu glicerolowego obejmuje oba te sposoby w
zaleznosci od rodzaju toksycznego substratu. W obecnosci kwasu octowego transporter
Fpsl zlokalizowany w bfonie komoérkowej ulega szybkiej endocytozie i degradacji w
wakuoli, aby zahamowa¢ akumulacje tego kwasu do komérek (Mollapour and Piper,
2007). Natomiast w obecnosci As(III) lub Sb(III) kanat Fps1 regulowany jest na poziomie
transkrypcji i aktywnosci transportowej (Wysocki et al., 2001; Thorsen et al., 2006;
Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2010). Wysocki i wspdtpracownicy (2001) wykazali, ze
synteza mRNA FPS1 ulega zahamowaniu po dodaniu As(III) lub Sb(III) do hodowli
drozdzy, co prawdopodobnie ma zmniejszy¢ ilos¢ tego biatka w bionie komoérkowej.
Stwierdzono ponadto, ze w odpowiedzi na stres arsenowy biatko Fpsl fosforylowane jest
na treoninie 231 przez kinaze MAP Hogl, co prowadzi do redukcji akumulacji As(III)
przez kanat Fpsl (Thorsen et al., 2006). Hogl moze takze hamowac¢ aktywnos$¢ Fpsi

6



Autoreferat - dr Ewa Maciaszczyk-Dziubinska

posrednio poprzez fosforylacje biatek Rgcl i Rgc2, ktére sg pozytywnymi modulatorami
Fpsl (Beese et al., 2009). Co ciekawe, kinaza Hogl jest rowniez aktywowana w
obecnosci As(III) i Sb(III) (Thorsen et al., 2006) i modyfikuje oprécz Fpsl takze inne
biatka zaangazowane w adaptacje do stresu arsenowego (Migdal et al., 2008).

Pierwsza z przedstawionego do oceny cyklu prac (Maciaszczyk-Dziubinska E.,
Migdal I., Migocka M., Bocer T., Wysocki R. (2010) FEBS Letters 584(4):726-732)
zawiera wyniki badan nad poszukiwaniem multikopijnych supresoréw mutacji delecyjnej
hoglA nadajacej wzrost wrazliwosci drozdzy na zwigzki arsenu tréjwartosciowego. Ku
zaskoczeniu wyizolowaliSmy gen FPS1, ktory paradoksalnie stanowi takze gtéwng droge
wnikania As(III) do komorki. WykazaliSmy, ze nadekspresja Fpsl zwieksza opornosc
komérek drozdzy na As(III). Opracowujac technike pomiaru transportu arsenu
wykazalismy, Zze obecnos$¢ wielu kopii FPS1 obniza wewnatrzkomodrkowe stezenie As(III)
w komorkach drozdzy nawet przy braku antyportera Acr3. Ponadto podczas stresu
arsenowego ilo$¢ transkryptu genu FPS1 wykazuje poczatkowy spadek, ale po 2h
inkubacji z As(III) nastepuje wzrost iloSci mRNA FPS1, btonowa lokalizacja oraz ilo$¢
biatka za$ nie zmieniaja sie do 4h inkubacji z As(III). Ze wzgledu na zwiekszong
wrazliwos¢ szczepu delecyjnego fps1A na As(V) i transport arsenu przez kanat Fpsl
zgodnie z gradientem stezen zaproponowalismy, ze kanat Fpsl bierze udziat w usuwaniu
As(III) powstatego na drodze redukcji As(V) przez reduktaze arsenianowg Acr2.
Natomiast podczas diugotrwatej ekspozycji na As(III), Fpsl stanowitby alternatywng
drogg detoksykacji As(OH)s;, ktory nie jest rozpoznawany i usuwany przez antyporter
Acr3, dopiero w sytuacji, gdy jego stezenie wzrasta wewnatrz komoérki i spada na
zewnatrz, co moze sie odbywaé¢ dzieki kompleksacji z eksportowanym do S$rodowiska
glutationem (Thorsen et al., 2012).

Istota tej publikacji byto wykazanie, ze akwagliceroporyna Fpsl bierze
nie tylko udziat w akumulacji arsenu do komoérki drozdzowej, ale rowniez peini
role w usuwaniu tego metaloidu z komérki, zwlaszcza formy tréjwartosciowej
powstatej w wyniku redukcji w cytoplazmie arsenu pieciowartosciowego.

Podsumowujac uzyskane wyniki zaproponowaliSmy nastepujacy model opornosci
na arsen z udziatem MAP kinazy Hogl i akwagliceroporyny Fpsl: po dostaniu sie arsenu
do komorki drozdzowej aktywowana jest kinaza Hogl, ktérej zadaniem jest m.in.
fosforylacja i zamkniecie kanatu Fpsl, aby zahamowaé wptyw arsenu do komorki. Po
okoto dwdch godzinach adaptacji Hogl jest inaktywowany, a kanat Fpsl jest ponownie
otwarty, aby pozwoli¢ na wyptyw arsenu z komérki w sytuacji wyraznej réznicy stezen
arsenu pomiedzy wnetrzem komoérki a srodowiskiem zewnetrznym.

Uzyskane wyniki zaprezentowaliémy takze w postaci plakatu na 24™ International
Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology, Manchester w UK.

3. Drozdzowy biatko Acr3 zlokalizowane jest w blonie komoérkowej i
transportuje zaré6wno As(III) jak i Sb(III)

Jednym z podstawowych i najbardziej wydajnych mechanizméw detoksykacji u
organizméw prokariotycznych jak i eukariotycznych jest usuwanie arsenu na zewnatrz
komorki przez specyficzne dla tego metaloidu transportery. Najlepiej
scharakteryzowanym transporterem arsenowym u nizszych organizméw eukariotycznych
jest transporter Acr3, odkryty i opisany po raz pierwszy u drozdzy Saccharomyces
cerevisiae w naszym laboratorium (Bobrowicz et al., 1997; Wysocki et al., 1997).
Homologii biatka Acr3 wystepujg licznie u archeondw, bakterii, grzybow, a takze mchow i
paproci, ale brak ich u roslin wyzszych, tworzac rodzine biatek Acr3 (Arsenical
Compounds Resistance) o wysokiej identycznosci (Wysocki et al., 2004; Fu et al., 2009;
Achour et al., 2007; Indriolo et al., 2010). Biatka Acr3 zaliczane sg takze do nadrodziny
transporteréw kwaséw zoétciowych/arsenu/ryboflawiny (BART; bile/arsenite/riboflavin)
(Mansour et al., 2007). Transportery nalezace do rodziny Acr3 charakteryzuja sie
zréznicowaniem pod wzgledem specyficznosci substratowej, np. Acr3 z Corynebacterium
glumtamicum czy Alkaliphilus metalliredigens nadajg opornosc¢ tylko na As(III) (Fu et al.,
2009), podczas gdy Acr3 z Schewanella oneidensis nadaje opornos$¢ na As(V) (Xia et al.,
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2008), a Acr3 z Synechocystis sp. (Lopez-Maury et al., 2003) zaréwno na As(III) jak i
Sb(III).

Kolejna praca wtaczona do cyklu habilitacyjnego dotyczy kontynuacji badan nad
zjawiskiem opornosci na arsen u drozdzy S. cerevisiae, gdzie skoncentrowali$my sie nad
charakterystyka mechanizmu usuwania arsenu z komoérki za posrednictwem biatka Acr3
(Maciaszczyk-Dziubinska E., Wawrzycka D., Sloma E., Migocka M., Wysocki R. (2010)
Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes 1798, 2170-2175). W pracy tej skupiliSmy
sie na okresleniu specyficznosci substratowej, lokalizacji i regulacji biatka Acr3. W
naszych wczesniejszych badaniach pokazalisSmy, iz drozdzowy transporter Acr3 odgrywa
podstawowg role w opornosci na As(III), podczas gdy za detoksykacje Sb(III) odpowiada
przede wszystkim Ycfl (Wysocki et al., 1997). Nastepnie zaobserwowalismy, iz fuzja
promotora genu ACR3 z genem reporterowym /acZ moze by¢ aktywowana przez Sb(III)
(Wysocki et al., 2004). Badania przeprowadzone w ramach tej publikacji z
wykorzystaniem mutantéw delecyjnych acr3A i ycfilA oraz nadekspresji genu ACR3
wykazaty, ze Acr3 moze wspodtuczestniczy¢ w nadawaniu opornosci na Sb(III)
poprzez jego usuwanie na zewnatrz komorki, co potwierdzilismy pomiarami
akumulacji i wyrzutu Sb(III) w komérkach drozdzy. Analiza biatka fuzyjnego
Acr3-GFP pozwolita na pokazanie po raz pierwszy lokalizacji biatka Acr3 w
btonie komérkowej drozdzy S. cerevisiae. WykazaliSmy takze, ze ekspresja Acr3 jest
indukowana w obecnosci obu metaloidéw i regulowana na poziomie transkrypcji, a
poziom MRNA po indukcji As(III) jest pieciokrotnie wiekszy niz po Sb(III) i ro$nie wraz z
wydtuzaniem czasu indukcji, co korelowato z iloscig biatka obserwowanego w preparatach
mikroskopowych oraz wykrywanego metodg Western blot. Jednoczesnie nie wykazalismy
wptywu metaloidow na stabilnos¢ biatka Acr3 czy jego subkomadrkowa lokalizacje.

Powyzsze badania przeprowadzono w ramach projektu badawczego MNiISW
N301/05931/1785. Wyniki tego projektu zostaty zaprezentowane takze w formie plakatu
na 25™ International Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology w Olsztynie.

4. Drozdzowy transporter Acr3 katalizuje antyport As(III)/H" i Sb(III)/H"

W kolejnej pracy wiaczonej do dorobku habilitacyjnego (Maciaszczyk-Dziubinska
E., Migocka M., Wysocki R. (2011) Biochimica et Biophysica Acta - Biomembranes
1808(7):1855-1859) wykorzystujac metode pomiaru transportu w preparatach
pecherzykdéw btonowych o odwrdconej orientacji wykazalismy, iz Acr3 funkcjonuje jako
As(III)/H* i Sb(III)/H* antyporter blonowy uzywajacy do transportu energie
pochodzaca z gradientu elektrochemicznego generowanego przez btonowa H*-
ATPaze Pmal. Ponadto pokazalismy, ze Acr3 jest transporterem o takich samym
powinowactwie zaréwno do As(III) jak i Sb(III), ale jednak As(III) jest okoto trzy
razy szybciej transportowany w porownaniu do Sb(III), co jest kolejnym dowodem na
drugorzedng role Acr3 w nadawaniu tolerancji komoérek drozdzy na Sb(III).

Powyzsze badania przeprowadzono w ramach projektu badawczego MNiISW
N301/0493/39. Wyniki tych badan zaprezentowatam takze podczas 25 International
Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology w Olsztynie.

5. Identyfikacja reszt cysteinowych w biatku Acr3 niezbednych do transportu
arsenu

Zadaniem transportera Acr3 jest usuwanie toksycznego arsenu z cytoplazmy na
zewnatrz komorki. Charakterystyka homologicznego transportera Acr3 z bakterii
Alkaliphilus metalliredigens i Corynebacterium glutamicum pokazata, ze wysoce
konserwatywna reszta cysteinowa zlokalizowana w $rodku czwartego regionu
transbtonowego (TM4) jest niezbedna do translokacji As(III) przez te biatka (Fu et al.,
2009). Sktonito to nas do sprawdzenia, ktére reszty aminokwasowe w biatku Acr3 mogg
odpowiadac za jego aktywno$c¢ transportowg, a wyniki tych analiz znalazly sie w mojej
kolejnej publikacji z dorobku habilitacyjnego (Maciaszczyk-Dziubinska E., Migocka M.,
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Wawrzycka D., Markowska K., Wysocki R. (2014) Biochimica et Biophysica Acta -
Biomembranes 1838(3):747-755. Badania te realizowatam jako gtéwny wykonawca w
ramach projektu NCN nr 2012/07/B/NZ1/02804 i zaprezentowatam je w postaci plakatu
konferencyjnego na 22"¢ IUBMB and 37" FEBS Congress - From Single Molecules to
Systems Biology, Sevilla w Hiszpanii oraz na 26" International Conference on Yeast
Genetics and Molecular Biology, Frankfurt/Main w Niemczech.

Drozdzowe biatko Acr3 zawiera dziewie¢ reszt cysteinowych w pozycjach: 90, 151,
169, 193, 283, 333, 344, ktore poddano ukierunkowanej mutagenezie w celu zamiany
reszt cysteinowych w waline lub alanine. Analiza fenotypowa i funkcjonalna obejmujaca
okreslenie poziomu ekspresji i lokalizacje zmutowanych wersji biatka Acr3 oraz badanie
zdolnosci do transportu As(III) in vivo oraz protonéw w odwrdéconych pecherzykach
btonowych, pozwolity na wysnucie wniosku, ze reszta cysteiny 151, lezaca w srodku
czwartego regionu transbtonowego (TM4), jest niezbedna do translokacji
As(III) i Sb(III) przez antyporter Acr3 i by¢ moze peilni role miejsca
przylaczania metaloidu. Mutacja C151V nie powodowata zmiany ilosci czy lokalizacji
biatka Acr3 w btonie komoérkowej, jednakze prowadzita do catkowitej inaktywacji funkcji
transporterowej. Co wazne reszta C151 jest wysoce konserwatywna i wystepuje u
wszystkich znanych czionkéw rodziny biatek Acr3, a jej odpowiednik w biatku Acr3 z C.
glutamicum réwniez niezbedny jest do transportu As(III). Ponadto wykazaliSmy, ze
reszta C90, ktéra prawdopodobnie zlokalizowana jest w petli cytoplazmatycznej biatka
Acr3 tuz za koncem regionu TM2, potrzebna jest do prawidtowego sortowania
transportera z btony retikulum endoplazmatycznego (ER) do btony komorkowej.
PostawiliSmy hipoteze, ze reszta C90 mogq podlega¢ modyfikacjom post-translacyjnym w
postaci np. palmitoilacji, ktéra moze utatwia¢ sktadanie biatka Acr3 w btonie, a takze
blokowa¢ ubikwitynacje sasiedniej reszty lizyny (K91), ktéra prowadzitaby do retencji
Acr3 w bfonie i pdzniejszej degradacji. Zgodnie z tym zatozeniem wprowadzenie kolejnej
mutacji K91A w mutancie C90A skutkowata prawidlowym sortowaniem transportera do
btony komoérkowej i odtworzeniem fenotypu dzikiej formy biatka Acr3. Oprdécz mutacji
C90A i C151V tylko zamiana reszty cysteiny 169 na alanine prowadzita do znacznego
uposledzenia funkcji Acr3. Potwierdza to dodatkowo nasz wniosek o kluczowym znaczeniu
reszt cysteinowych dla transportu metaloidow przez biatka Acr3. Pozostate reszty
cysteinowe w biatku Acr3, ktore nie sg konserwatywne w rodzinie Acr3, albo nie majgq
zadnego wptywu (C283A) albo tylko w niewielkim stopniu wptywajg na efektywnosé
transportu metaloidow przez biatko Acr3 (C192A, C316A, C318A, C333A, C344A).

6. Identyfikacja reszt aminokwasowych istotnych dla struktury i funkcji biatka
Acr3

Najnowsza praca naszej grupy badawczej (Markowska K., Maciaszczyk-Dziubinska
E., Migocka M., Wawrzycka D., Wysocki R. (2015) Molecular Microbiology 98(1):162-174,
ostatnia w cyklu habilitacyjnym, byta kontynuacjg analizy mutacyjnej biatka Acr3 pod
katem identyfikacji innych, niz C151, reszt aminokwasowych w regionach transbtonowych
odpowiedzialnych za aktywno$¢ antyportowg As(III)/H*. W tym celu dokonaliémy
przyrownania sekwencji biatek Acr3 z réznych organizmoéw i znalezliSmy piecdziesiat
sze$¢ reszt aminokwasowych zachowanych u wiekszosci przedstawicieli rodziny Acr3, co
sugeruje ich wazng role w determinowaniu witasciwosci transportowych biatka Acr3.
Opierajac sie na hipotetycznym modelu topologii zamieniliSmy, uzywajac techniki
mutagenezy ukierunkowanej, dwadziescia sze$¢ wybranych (aromatycznych i
hydrofilowych) konserwatywnych reszt aminokwasowych znajdujacych sie w regionach
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transmembranowych na alaniny. Wybdér aminokwaséw hydrofilowych wynikat z faktu, iz
majq one polarng budowe lub posiadajg dodatkowe grupy chemiczne, s reaktywne
chemicznie i dlatego moga by¢ odpowiedzialne za translokacje metaloidéw i protondéw
przez biatko Acr3. Doktadne analizy funkcjonalne zmutowanych wersji Acr3 pokazaty, ze
dziewie¢ reszt aminokwasowych (Asn117, Trp130, Arg150, Trp158, Asn176,
Arg230, Tyr290, Phe345, Asn351) jest niezbednych do prawidlowego skiladania
i sortowania Acr3 z retikulum endoplazmatycznego do btony komérkowej, co
odzwierciedlato sie w zaburzonej btonowej lokalizacji, zmniejszonej ilosci biatka zwtaszcza
we frakcji btonowej, braku lub znaczaco obnizonej aktywnosci transportowej oraz braku
komplementacji fenotypu opornosci komoérek drozdzy mutanta delecyjnego acr3A na
As(III) do poziomu charakterystycznego dla komédrek typu dzikiego. Odkrylismy takze, ze
konserwatywne reszty aminokwasowe w biatku Acr3: Phe266 (TM7), Phe352
(TM9), Ser349 (TM9), Glu353 (TM9), GIu380 (TM10) sa istotne dla transportu
As(III)/H*, a ich mutacje powodowaly znaczne obnizenie lub catkowity brak
aktywnosci transportowej antyportera Acr3. Co ciekawe reszty Ser349, Phe352,
Glu353 zlokalizowane sg w Srodkowym odcinku wysoce konserwatywnego regionu
transmembranowego TM9, gdzie skupienie aromatycznych i ujemnie natadowanych
aminokwasow jest charakterystyczne dla miejsca wigzania substratu w przypadku innych
aktywnych transporterow wtérnych (Shi, 2013), co sugerowa¢ moze na podobng role
tych reszt aminokwasowych w drozdzowym biatku Acr3. Villadangos i wspotpracownicy
(2012) wykazali udziat reszty kwasu glutaminowego Glu305 w procesie translokacji
arsenu przez homologiczne biatko Acr3 u Corynebacterium glutamicum. Odpowiednikiem
tej reszty aminokwasowej w biatku Acr3 z S. cerevisiae jest Glu353, ktéra zlokalizowana
jest w TM9 i zostata poddana analizie mutacyjnej wraz z Glu380 potozong w TM10, jako
potencjalne miejsca wigzania protonéw. Zamiana Glu353 w biatku Acr3 na jakikolwiek
inny aminokwas (ujemny - D; dodatni - K; obojetny - K, A; hydrofobowy - L) pomimo
prawidtowej ekspresji i lokalizacji biatka, powodowaty catkowitg utrate aktywnosci
transportowej, co wskazuje na kluczowa role Glu353 dla aktywnosci transportowej
Acr3 oraz udziat Glu353 w wigzaniu substratu. Analiza mutantéow reszty Glu380
w biatku Acr3 sugeruje, ze reszta Glu380 istotna jest nie tylko dla antyportu
As(III)/H*, ale takze dla prawidlowego skladania i sortowania tego biatka,
poniewaz dla czesci mutantéw (E380L, E380D) obserwowaliSmy zaburzong lokalizacje
oraz zmniejszong ilos¢ biatka w bfonie cytoplazmatycznej.

Ostatnio opublikowano wyniki struktury krysztatéw dwoch bakteryjnych transporteréw
kwasoéw zoétciowych zaleznych od Na* z Neisseria meningitidis (Hu et al., 2011) i Yersinia
frederiksenii (Zhou et al., 2014) z rodziny ASBT i nadrodziny BART, do ktorych biatko
Acr3 wykazuje podobienstwo strukturalne. Transportery te zbudowane sa z dziesieciu
regiondw transbtonowych, ktore tworzg dwie duze domeny. Domena rdzeniowa
zbudowana jest z szesciu regiondw transbtonowych (TM3-TM5 i TM8-TM10), a domena
panelowa z czterech (TM1-TM2 i TM6-TM7). Istotg struktury biatek ASBT jest nieciggtos¢
helis TM4 i TM9 i ich krzyzowanie sie. Dwa miejsca wigzania Na* znajdujq sie pomiedzy
tym skrzyzowaniem, a reszty aminokwasowe zaangazowane w wigzanie substratu to Ser,
Asn, Glu, His, GIn zlokalizowane w TM3, TM4, TM5 i TM9. Przyréwnanie sekwencji
aminokwasowej Acr3 i ASBT z Yersinia frederiksenii pokazuje istotne podobienstwa, nie
tylko w topologii regionéw transbtonowych, ale takze w rodzaju i potozeniu reszt
aminokwasowych istotnych w procesie antyportu As(III)/H* czyli Cys151 w TM4 i
Ser349, Phe352, Glu353 w TM9. Skiania to nas do postawienia hipotezy, ze biatka
ASBT i Acr3 moga byc¢ strukturalnymi homologami i mechanizm antyportu As(III)/H*
moze by¢ podobny do symportu zaleznego od Na* katalizowanego przez biatka ASBT.

10



Autoreferat - dr Ewa Maciaszczyk-Dziubinska

Uzyskane wyniki byty efektem realizacji jednego z zadan badawczych projektu NCN
2012/07/B/NZ1/02804 i zostaty zaprezentowane na dwdch miedzynarodowych
konferencjach w postaci plakatu na 27™ International Conference on Yeast Genetics and
Molecular Biology (ICYGMB), Levico Terme, Trentino we Wtoszech oraz na Antimony
2015: 3" International Workshop on Antimony in the Environment, Leipzig w Niemczech.

7. Podsumowanie najwazniejszych wynikow bedacych przedmiotem niniejszego
whniosku habilitacyjnego

Reasumujac, za moje najwazniejsze, oryginalne osiggniecia badan, ktéorych wyniki
opublikowano w cyklu prac wiaczonych do osiggniecia habilitacyjnego uwazam
wykazanie, ze:

1. Akwagliceroporyna Fpsl bierze nie tylko udziat w akumulacji arsenu do komodrek
drozdzy S. cerevisiae, ale réwniez petni role w usuwaniu arsenu z cytoplazmy na
zewnatrz komorek.

2. Transporter Acr3 warunkuje oporno$¢ komorek drozdzy S. cerevisiae nie tylko na
As(III), ale takze na Sb(III).

3. Biatko Acr3 lokalizuje sie w btonie komodrkowej i funkcjonuje jako antyporter
As(III)/H* i Sb(III)/H* wykorzystujacy do transportu energie pochodzaca z gradientu
elektrochemicznego.

4. Antyporter Acr3 ma takie samo powinowactwo do As(III) jak i Sb(III), ale transport
Sb(III) jest wolniejszy.

5. Wysoce konserwatywne reszty Cys151 i Glu353 zlokalizowane w $rodku czwartego
(TM4) i dziewigtego (TM9) regionu transbtonowego sg niezbedne dla aktywnosci
transportowej biatka Acr3 i mogg stanowi¢ miejsca przytaczenia dla substratéow.

6. Konserwatywne reszty aminokwasowe Cysl169 (petla TM4-TM5), Phe266 (TM7),
Phe352 (TM9), Ser349 (TM9), Glu380 (TM10) w biatku Acr3 sg istotne dla antyportu
As(III)/H*.

7. Reszty aminokwasowe Cys90, Asnl117, Trp130, Argl50, Trp158, Asn176, Arg230,
Tyr290, Phe345, Asn351 w biatku Acr3 sq wazne dla jego prawidtowego skfadania i
sortowania z ER do btony komérkowej.

IV. Omoéwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych
A) Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej i stazy podoktorskich

Moja ,przygode” ze zjawiskiem opornosci komérek na zwigzki arsenu i antymonu
rozpoczetam podczas wykonywania pracy doktorskiej. Jej celem byto poszukiwanie
genow warunkujgcych opornos$¢ na zwigzki arsenu u drozdzy Saccharomyces douglasii -
najblizej spokrewnionego gatunku z drozdzami S. cerevisiae, wsrdéd dotychczas
poznanych gatunkéw z rodzaju Saccharomyces. Badania te, cho¢ bytam doktorantkg
Studium Doktoranckiego Biologii Molekularnej na Wydziale Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Wroctawskiego, przez 26 miesiecy prowadzitam w laboratorium prof. Jagi
tazowskiej w Centre de Génétique Moléculaire, Centre National de la Recherche
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Scientifique, Gif-sur-Yvette, we Francji. Byt to wdéwczas wiodgcy na $wiecie osrodek
badan nad genetyka drozdzy z rodzaju Saccharomyces, kierowany przez Prof. Piotra
Stonimskiego. Podczas prowadzonych tam badan zapoznatam sie z metodami pracy z
drozdzami  Saccharomyces  cerevisiae,  zwtaszcza  stosowanymi w  genetyce
mitochondrialnej. Poznatam tez najnowsze techniki biologii molekularnej, ktore
wykorzystywatam w dalszej dziatalnosci naukowej. Miatam tez bezposrednig mozliwosé
zapoznania sie z procesem dydaktycznym, realizowanym przez studentéw Université de
Paris XI, poniewaz w 1999/2000 roku bytam uczestnikiem studiéw doktoranckich na
tamtejszej uczelni. W pracy doktorskiej zaproponowatam molekularny mechanizm
opornosci na zwiazki arsenu u drozdzy S. douglasii, na ktéry sktada sie zgrupowanie 3
analogicznych gendw, jak u S. cerevisiae, ale wystepujacych w zduplikowanej formie, co
warunkuje wiekszg opornos$¢ tych drozdzy na zwigzki arsenu i antymonu. Dokonatam
takze poréwnania systemu detoksykacji zwigzkow arsenu z tym poznanym u drozdzy S.
cerevisiae. Zbadatam komplementacje homologiczne i heterologiczne, wykazujac, ze
geny ACR2 i ACR3 drozdzy S. cerevisiae i S. douglasii sq funkcjonalnie i strukturalnie
rownowazne. Wykrylam, ze pomimo 97% identycznosci aminokwasowej gen ASRI
drozdzy S. douglasii nie jest zdolny do komplementacji braku genu ACR1 u drozdzy S.
cerevisiae, co moze wynika¢ z odmiennego mechanizmu regulacji ekspresji lub réznic w
sekwencjach promotorowych (w promotorze genu ASR1 drozdzy S. douglasii wykryto
delecje 35 nukleotyddéw). Na podstawie homologii sekwencji biatkowych do biatek Acr3 i
Asr3 skonstruowalismy drzewo filogenetyczne dla rodziny biatek pochodzacych z réznych
organizmow, ktore moze dostarczy¢ dowoddw potwierdzajacych hipoteze horyzontalnego
transferu genu ACR3 od bakterii do organizméw eukariotycznych. Uzyskane wyniki
opublikowane po obronie pracy doktorskiej (Maciaszczyk E., Wysocki R., Golik P.,
Lazowska J., Ulaszewski S. (2004) Arsenical resistance genes in Saccharomyces douglasii
and other yeast species undergo rapid evolution involving genomic rearrangements and
duplications. FEMS Yeast Research) pozwalajg na lepsze zrozumienie aspektow
ewolucyjnych systemu detoksykacji arsenu przez komoérki drozdzy.

Podczas pobytu i realizacji studiéw doktoranckich, a nastepnie w ramach 3 stazy
podoktorskich w laboratorium prof. Jagi tazowskiej w Centre de Génetique Moleculaire,
realizowatam réwnoczesnie drugi temat badawczy: Poszukiwanie interakcji
mitochondrialnych i jadrowych u drozdzy; supresja mutacji zlokalizowanych w intronie
bi2 genu - cytb u S. cerevisiae i S. capensis. Efektem tej pracy byta publikacja
Maciaszczyk E., Ulaszewski S., Lazowska J. (2004) Intragenic suppressors that restore
the activity of the maturase encoded by the second intron of the Saccharomyces
cerevisiae cyt b gene. Current Genetics 46(2): 67-71, w ktérej dokonatam izolacji i
charakterystyki rewertantow mitochondrialnych mutacji  blokujacych aktywnos¢
maturazy, bioracej udziat w wycinaniu intronu, kodowanej przez drugi intron genu
mitochondrialnego cytb u drozdzy S. cerevisiae. Wykonatam genetyczng oraz
molekularng analize wiacznie z okresleniem sekwencji 311 mutacji wtérnych bedacymi
monosubstytucjami lub rewersjg powrotng zlokalizowanymi w konserwatywnym motywie
P1 maturazy bi2.

B) Wybrane inne badania prowadzone w ramach pracy naukowej na
Uniwersytecie Wroctawskim

Wiekszos$¢ znaczacych osiggnie¢ w moim dorobku naukowym pochodzi z okresu po
obronie pracy doktorskiej. Swoje badania po obronie pracy doktorskiej rozpoczetam od
kontynuacji zagadnienia dotyczacego poznania molekularnych aspektow opornosci na
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zwigzki arsenu i antymonu u drozdzy Saccharomyces cerevisiae poczatkowo jako cztonek
grupy badawczej kierowanej przez prof. dr hab. Stanistawa Utaszewskiego, a nastepnie
przez prof. dr hab. Roberta Wysockiego. Szczegdlnie intensywna wspotpraca z prof.
Wysockim pozwolita na uzyskanie i opublikowanie wielu wynikéw, ktore wchodzg w sktad
mojego osiggniecia naukowego przedstawionego w tym wniosku. Podjetam, wraz ze
wspotpracownikami, badania réwnoczesnie nad kilkoma réznymi projektami badawczymi
wykorzystujgc wiedze i umiejetnosci z zakresu molekularnej genetyki drozdzy zdobyte
podczas zagranicznych stazy oraz pracy w Zaktadzie Genetyki.

Bedac w obszarze bezposrednich zainteresowan zjawiskiem opornosci na sole
arsenu, w 2003 roku poréwnaliSmy mechanizmy opornosci u Saccharomyces cerevisiae i
Schizosaccharomyces pombe (Wysocki R., Clemens S., Augustyniak D., Golik P,
Maciaszczyk E., Tamas M.]., Dziadkowiec D. (2003) Metalloid tolerance based on
phytochelatins is not functionally equivalent to the arsenite transporter Acr3p.
Biochemical and Biophysical Research Communications 304(2):293-300). W tym celu
wykorzystaliSmy technike heterologicznej ekspresji do wykazania, iz system opornosci na
arsen opierajacy sie na biatku Acr3 u S. cerevisiae, nie jest rbwnowazny z systemem
opartym na fitochelatynach u S. pombe. Réwnoczesnie pokazaliSmy po raz pierwszy, ze
fitochelatyny mogg by¢ zwigzane z opornoscig na antymon, a nie tylko na kadm, miedz,
srebro, rte¢ czy arsen.

Kolejnym zagadnieniem, ktére mnie interesuje i jest wcigz badane to regulacja
ekspresji genu ACR3 na poziomie inicjacji transkrypcji u drozdzy S. cerevisiae. Ekspresja
gendéw zaangazowanych w opornos$¢ na arsen - YCF1 oraz ACR2 i ACR3 kontrolowana
jest odpowiednio przez biatka Yapl i Yap8/Acrl nalezace do drozdzowej rodziny
czynnikow transkrypcyjnych YAP (Yeast Activator Protein). Cechg charakterystyczng tych
biatek jest obecnos$¢ regionu zamka leucynowego oraz regionu zasadowego tworzacych
domene bZIP odpowiedzialng za wigzanie biatka Yap do specyficznej sekwencji DNA, tzw.
YRE (Yap Response Element) oraz domen CRD (Cystein-Rich Domain) bogatych w
cysteiny (Fernandes et al., 1997). Oba te czynniki transkrypcyjne zaliczane sgq do rodziny
biatek AP-1 (Activator Protein 1). W porédwnaniu do Yapl, czynnik transkrypcyjny Yap8
jest stosunkowo stabo poznany, ale dzieki wspotpracy z grupg naukowg prof. Markusa
Tamasa z Uniwersytetu w Gothenborgu od wielu lat intensywnie przez nas badany, czego
rezultatem jest kilka wspolnych, tematycznie powigzanych publikacji

Biatko Yap8 pozytywnie reguluje transkrypcje genéw ACR2 i ACR3 ze wspdlnej
sekwencji promotorowej (Bobrowicz et al., 1997). Wiele badan dokumentuje sekwencje
rozpoznawalne przez czynnik Yapl natomiast sekwencja rozpoznawalna przez czynnik
Yap8 zostata poznana przez naszag grupe badawcza. Optymalna sekwencja rozpoznawalna
przez czynnik transkrypcyjny Yapl to sekwencja TTACTAA z centralnie potozong cytozyng
(Fernandes et al., 1997). W sekwencji promotora genu ACR3 znaleziono
pseudopalindrom o sekwencji TTAATAA z centralnie potozong adenozyna. Podobienstwo
tych sekwencji sktonito nas ku hipotezie, ze sekwencja TTAATTA rozpoznawana jest przez
czynnik transkrypcyjny Yap8 (Wysocki R., Fortier P.K., Maciaszczyk E., Odhagen A.,
Owsianik G., Ulaszewski S., Ramotar D. and Tamds, M. J]. (2004) Transcriptional
activation of metalloid tolerance genes in Saccharomyces cerevisiae requires the AP-1-
like proteins Yaplp and Yap8p. Molecular Biology of the Cell 15(5): 2049-2060). W
dalszych naszych badaniach okazato sie, ze delecja tej 7-nukleotydowej sekwencji w
promotorze genu ACR3 ma taki sam skutek, co delecja genu YAPS8, tj. brak ekspresji
ACR2 i ACR3 w obecnosci As(III) oraz fenotyp wrazliwoéci na arsen. Z drugiej strony
sekwencja TTAATAA wystepuje takze w promotorze samego genu YAP8, ale nie
stwierdziliSmy przylaczania sie biatka Yap8 do wiasnego promotora. W tej samej
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publikacji porownaliSmy lokalizacje komdrkowg obu czynnikéw transkrypcyjnych w
odpowiedzi na stres arsenowy i wykazalismy, ze w przeciwienstwie do Yapl, ktéry
akumuluje sie w jadrze po zadziataniu czynnika stresowego, biatko Yap8 wykazuje statg
obecno$¢ w jadrze, gdzie zwigzane jest z promotorem genu ACR3 niezaleznie od
obecnosci arsenu w komorce. PrzeanalizowaliSmy takze role konserwatywnych cystein:
C132 i C274, wystepujacych we wszystkich drozdzowych biatkach typu AP-1 w regionach
n-CRD i c-CRD (Cysteine-Rich Domain) dla stabilizacji Yap8 w obecnosci As(III) oraz
indukcji ekspresji genéw ACR2 i ACR3, pokazujac, ze obie reszty cysteinowe sg
niezbedne dla funkcji biatka Yap8. PostawiliSmy hipoteze, ze bezposrednie zwigzanie
As(III) do C132 i C274 moze indukowac¢ zmiany konformacyjne biatka Yap8, co umozliwia
aktywacje ekspresji gendéw odpowiedzialnych za detoksykacje arsenu. W powyzszej
publikacji wykazaliSmy takze, ze w odpowiedzi na stres arsenowy Yapl akumuluje sie w
jadrze komorkowym i aktywuje transkrypcje gendw, ktore biorg udziat w obronie przed
stresem oksydacyjnym indukowanym przez arsen.

W publikacji Ilina Y., Sloma E., Maciaszczyk-Dziubinska E., Novotny M.,
Thorsen M., Wysocki R., Tamas M.]. (2008) Characterization of the DNA-binding motif of
the arsenic-responsive transcription factor Yap8p. Biochemical Journal 415:467-475
zajeliSmy sie doktadnag charakterystykg motywu nukleotydowego rozpoznawanego przez
czynnik transkrypcyjny Yap8. Dzieki badaniom z wykorzystaniem skréconych wersji
promotora genu ACR3 wykazalismy, ze dla trans-aktywacji tego promotora niezbedny i
wystarczajacy jest region o dtugosci -200 pz (od kodonu START), ktory zawiera
sekwencje pseudopalindromowg TGATTAATAATCA (YRE-1) rozpoznawang przez Yap8, ale
nie przez inne drozdzowe biatka z rodziny AP-1, ktére preferujg 7-nukleotydowy motyw
YRE (TTACTAA) z centralnie potozong resztg C lub G (Wysocki et al., 2004). Badania in
silico wykazaty w tym odcinku obecno$¢ jeszcze dwoch dodatkowych sekwencji
pseudopalindromowych: YRE-2 (TGATTTAAAATCA) i YRE-3 (ACTTTTCAAAAGT), ktore
mogaq byc istotne dla przytaczania Yap8 i petnej trans-aktywacji promotora ACR3. W tym
celu przeprowadziliSmy mutageneze, a nastepnie wykazaliSmy, ze element YRE-3 jest
zbedny do aktywacji promotora ACR3, podczas gdy mutacje w motywach YRE-1 i YRE-2
powodowaty albo catkowitg inaktywacje albo znaczne obnizenie aktywnosci promotora
ACR3, sugerujac, iz motyw YRE-2 moze stanowi¢ drugie miejsce wigzania czynnika Yap8
(dane nieopublikowane). Aby okresli¢, co determinuje specyficznos$¢ wigzania Yap8 tylko
do promotora genu ACR3, a nie do wlasnego, pomimo obecnosci tego samego motywu
TTAATAA i opierajac sie na danych literaturowych, ktére wskazywaty na role sekwencji
flankujgacych w rozpoznawanych motywach przez czynniki transkrypcyjne Yapl i Yap2 w
determinacji ekspresji genow docelowych (Cohen et al., 2002) dokonaliSmy podobnej
analizy. Wprowadzenie mutacji do regionéw flankujgcych motyw TGATTAATAATCA oraz
zastosowanie techniki opdznionej migracji kompleksow Yap8-DNA w zelu
poliakrylamidowym (EMSA) pozwolito na udowodnienie, ze Yap8, ale nie Yapl,
rozpoznaje znacznie dtuzszg sekwencje pseudopalindromowg, o diugosci 13-stu
nukleotydow, a czes$¢ rdzeniowa tego motywu TTAA/CTAA, cho¢ niezbedna, nie jest
wystarczajaca dla przytaczenia Yap8. Co ciekawe, wszystkie organizmy, ktore posiadajq
ortologii Yap8 posiadajg niezmieniony 13-nukleotydowy motyw TGATTAATAATCA w
promotorach genéw ACR2 i ACR3. Odmienne sekwencje flankujace motyw TTAATAA
wystepujg w promotorze genu YAP8 (TTCTTAATAAATT), co ttumaczytoby brak zdolnosci
Yap8 do przytaczania sie do wiasnego promotora. Analiza wystepowania motywu
TGATTAATAATCA w genomie drozdzy potaczona z analizg transkryptomu pokazata, ze u
S. cerevisiae Yap8 jest wysoce wyspecjalizowany i reguluje jedynie ekspresje dwodch
genow ACR2 i ACR3.
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Ostatnia nasza wspdlna publikacja Veide Vilg J., Kumar N.V., Maciaszczyk-
Dziubinska E., Sloma E., Onesime D., Aubert J., Migocka M., Wysocki R., Tamas M.J.
(2014) Elucidating the response of Kluyveromyces lactis to arsenite and peroxide stress
and the role of the transcription factor KlYap8. Biochimica et Biophysica Acta - Gene
Regulatory  Mechanisms  1839(11):1295-306 dotyczy charakterystyki czynnika
transkrypcyjnego Yap8 drozdzy Kluyveromyces lactis i pozwala na zrozumienie aspektéw
ewolucji mechanizmu detoksykacji komoérek drozdzy z arsenu. PokazaliSmy, ze KlYap8
cho¢ jest funkcjonalnym ortologiem ScYap8 petni funkcje nie tylko w nadawaniu
tolerancji na As(III) i Sb(III), ale takze na Cd(II) i zwigzki generujace stres oksydacyjny
(t-BOOH). Badania transportu metali i metaloidow w komérkach wykazaty, ze brak genu
Yap8 u K. lactis powoduje akumulacje i zmniejszenie eksportu kadmu i arsenu, co
zwigzane jest prawdopodobnie z obnizeniem ekspresji odpowiednich transporteréow.
Wykazalismy takze, ze KlYap8 w odrdznieniu od ScYap8, moze wspédtdziata¢ z Klyapl i
regulowaé ekspresje szeregu gendéw zardwno w obecnosci As(III) jaki i t-BOOH
rozpoznajac 13-nukleotydowy (TGATTAATAATCA) YRE-8 motyw w sekwencjach
promotorowych tych gendw, przy czym wyniki analiz EMSA potwierdzity, ze szczegdlnie
wazne w rozpoznawaniu tego motywu sa nukleotydy flankujace (TGAxxxxxxxTCA) oraz
konserwatywne nukleotydy w pozycji 1-5 i 9-13, podczas gdy pozycje 6-9 s mniej
istotne. Geny, ktére sg aktywowane przez KlYap8 w odpowiedzi na As(III) kodujg biatka,
ktére sg odpowiedzialne za: detoksykacje arsenu, ochrone przed stresem oksydacyjnym,
fatdowanie i degradacje biatek, transport toksyn, powstanie klasteréw zelazo-siarkowych,
zas w odpowiedzi na stres oksydacyjny - biatka odpowiedzialne za transkrypcje,
translacje, reakcje redoks, metabolizm i transport. Swiadczyé to moze, iz KlYap8 w
odrdznieniu do ScYap8 odgrywa role w tolerancji komérek K. lactis na rézne warunki
stresowe, podczas gdy ScYap8 jest wysoce wyspecjalizowanym czynnikiem
transkrypcyjnym regulujagcym odpowiedz komodrki tylko na stres arsenowy, a jego
funkcjonalna specjalizacja musiata nastgpi¢ dopiero po catkowitej duplikacji genomu
(WGD, Whole Genome Duplication) drozdzy S. cerevisiae.

Odrebny nurt badan, w ktérych ostatnio biore czynny udziat, ale ktory nadal jest
zwigzany z transportem metali i metaloidéw, to badania we wspoétpracy z dr Magdaleng
Migocka z Zaktadu Fizjologii Roslin Instytutu Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu
Wroctawskiego dotyczgce wyjasnienia procesoéw transportu metali przez btony komoérek
roslinnych. Zagadnienia, nad ktérymi sie skupiamy wpisujg sie w nurt badan nad
odpowiedzig roslin na stres metali ciezkich w $rodowisku. Jest to bardzo aktualna
tematyka, bo z jednej strony podejmuje sie proby efektywniejszego wykorzystania roslin
jako zrédta cennych metali (biofortyfikacja upraw), z drugiej strony selekcjonuje sie
rosliny zdolne do akumulacji i tolerancji duzych ilosci metali dla celéw fitoremediacji. W
obu przypadkach wazne jest poznanie podstaw molekularnych i mechanizmoéw regulacji
transportu metali przez rosliny. Celem naszych badan jest identyfikacja i charakterystyka
biatek btonowych zaangazowanych w aktywny transport jondw metali w komodrkach
roslinnych. Jako organizm modelowy wykorzystujemy ogérka siewnego (Cucumis
sativus), poniewaz wczesniejsze badania wykazaty, ze w btonach plazmolemowych i
tonoplastowych komoérek tej rosliny funkcjonuja aktywne systemy transportowe
zuzywajgce ATP lub gradient protonéw do transportu metali. Korzystajac z dostepnych
baz genetycznych, zidentyfikowaliSmy w genomie ogdrka geny kodujace dziewie¢ biatek
MTP/CDF (ang. Metal Transport Proteins/Cation Diffusion Facilitator) i osiem biatek HMA
(ang. Heavy Metal ATPases; P1B-ATPazy), ktdore mogg miec istotne znaczenie dla
utrzymania homeostazy metali niezbednych komoérkom roslinnym (Zn, Cu) oraz
detoksykacji tych komodrek z metali balastowych, nie petnigcych zadnych funkcji
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biologicznych (Pb, Cd). Dotychczasowe badania z uzyciem innych organizmoéw wskazuja,
ze sg to transportery aktywne, zalezne od ATP (HMA) lub transportujgce jony metali na
drodze antyportu H*/Me?*, a wiec zalezne od gradientu protonéw (MTP). Zatozyliémy, ze
to biatka MTP i HMA katalizujq aktywny transport metali w btonach plazmolemowych i
tonoplastowych komodrek ogoérka. Na podstawie podobienstwa do scharakteryzowanych
dotad biatek bakteryjnych, zwierzecych i biatek roslin modelowych, biatka MTP ogérka
sklasyfikowalismy do trzech funkcjonalnych grup: Zn-CDF (CsMTP1, CsMTP4, CsMTP5,
CsMTP12), Zn/Fe-CDF (CsMTP6, CsMTP7) i Mn-CDF (CsMTP8-CsMTP11) (Migocka et al.,
2014), sugerujacych specyficzno$¢ substratowg zidentyfikowanych transporterow.
Podobna analiza wykonana dla biatek HMA ogdérka pozwolita na klasyfikacje tych
transporteréw do trzech odrebnych grup filogenetycznych: P1B1-ATPaz (CsHMAS5.1,
CsHMA5.2, CsHMA6, CsHMA7, CsHMAS8), ktére prawdopodobnie transportujg jony
jednowartosciowe Cu*/Ag* oraz P1B2-ATPaz (CsHMA3 i CsHMA4) i P1B4-ATPaz
(CsHMA1), ktére u organizméw modelowych transportujg dwuwartosciowe kationy metali
Cd**/Pb%**/Co®*/Zn** (Migocka et al., 2015). Jak dotad, scharakteryzowaliémy
funkcjonalnie geny kodujace cztery biatka MTP (CsMTP1, CsMTP4, CsMTP8 i CsMTP9) oraz
cztery biatka HMA (CsHMA3, CsHMA4, CsHMA5.1 i CsHMAS.2) ogodrka, wykorzystujac
szereg metod w tym systemy ekspresji heterologicznej w komoérkach S. cerevisiae (MTP i
HMA) oraz protoplastach i roslinach Arabidopsis thaliana (MTP), umozliwiajace okreslenie
lokalizacji, funkcji i biochemicznych wiasciwosci transporteréw ogérka. Nasze badania
nad biatkami MTP ogorka wykazaty, ze transportery CsMTP1, CsMTP4 i CsMTP8 lokalizujg
sie w btonie wakuolarnej komorek tej rosliny a CsMTP9 w btonie plazmatycznej komorek
endodermy korzeni (CsMTP9) i uczestniczg w utrzymaniu homeostazy cynku (CsMTP1 i
CsMTP4) i manganu (CsMTP8 i CmMTP9) oraz w detoksykacji komérek z kadmu na
drodze sekwestracji metali w wakuolach. Wykorzystujac odpowiednie mutanty drozdzy do
ekspresji gendw ogodrka potwierdziliSmy takze, ze biatka CsMTP1, CsMTP4, CsMTPS8 i
CsMTP9 funkcjonujg jako antyportery kationowo/protonowe i tworza oligomery w btonach
wakuolarnych. Dodatkowo pokazalismy, ze aktywnos$¢ tych transporteréow moze by¢é
modyfikowana na poziomie transkrypcji, translacji lub modyfikacji post-translacyjnych
przez poziom metali w $rodowisku, co potwierdza istotng funkcje tonoplastowych biatek
MTP ogdrka w odpowiedzi rosliny na zanieczyszczenie $rodowiska Mn, Zn lub Cd. Efekty
tych badan opublikowaliSmy w trzech czasopismach naukowych z tzw. '"Listy
Filadelfijskiej": Migocka M., Papierniak A., Maciaszczyk-Dziubinska E., Pozdzik P.,
Posyniak E., Garbiec A., Filleur S. (2014) Cucumber metal transport protein MTP8 confers
increased tolerance to manganese when expressed in yeast and Arabidopsis thaliana.
Journal of Experimental Botany 65(18):5367-84; Migocka M., Kosieradzka A., Papierniak
A., Maciaszczyk-Dziubinska E., Posyniak E., Garbiec A., Filleur S. (2015) Two metal-
tolerance proteins, MTP1 and MTP4, are involved in Zn homeostasis and Cd sequestration
in cucumber cells. Journal of Experimental Botany 66:1001-1015); Migocka M.,
Papierniak A., Kosieradzka A., Posyniak E., Maciaszczyk-Dziubinska E., Robert Biskup
R., Garbiec A., Marchewka T. (2015) Cucumber Metal Transport Protein CsMTP9 is a
plasma membrane H*-coupled antiporter involved in the Mn?* and Cd?* efflux from root
cells (2015) The Plant Journal doi: 10.1111/tpj.13056.

Badania nad biatkami HMA ogdérka prowadzimy wykorzystujac gtéwnie
heterologiczne systemy drozdzowe. Analizy biochemiczne tych biatek w btonach
izolowanych z komorek drozdzy potwierdzity, ze biatka HMA to ATP-azy, ktérych
aktywnos$c¢ jest Scisle powigzana z transportowanymi jonami metali. WykazaliSmy, zZe
podobne strukturalnie P1B2-ATPazy CsHMA3 i CsHMA4 wykazujq odmienng lokalizacje
subkomoérkowg i organowg (CsHMA3 - tonoplast komérek korzeni ogdérka, CsHMA4 -
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btona plazmatyczna komérek korzeni ogdérka a takze organdéw reproduktywnych) i
zrdéznicowang specyficznosé substratowq: CsHMA3 uczestniczy w sekwestracji Cd i Pb w
wakuolach, natomiast CsHMA4 odpowiada za usuwanie kadmu i nadmiaru cynku z
komorek, a wiec bierze udziat w utrzymaniu homeostazy cynku w roslinie. Podobnie jak
CsHMA3, P1B1-ATPazy CsHMAS.1 i CsHMAS.2 takze lokalizujg sie w tonoplascie komdrek
ogérka, przy czym biatko CsHMABG.1 jest specyficzne tylko dla korzeni rosliny, podczas
gdy CsHMAS.2 wystepuje we wszystkich badanych organach ogdrka (wegetatywnych i
reproduktywnych). W przeciwienstwie do CsHMA3 i CsHMA4, CsHMA5.1 i CsHMAS.2
transportujg jednowartosciowe kationy metali Cu* i Ag*, a wiec sg odpowiedzialne za
homeostaze miedzi w komodrkach ogodrka. Co ciekawe, obydwa biatka sg odmiennie
regulowane przez poziom miedzi w $rodowisku: poziom transkryptu i biatka CsHMA5.1
jest staty w komoédrkach i stosunkowo niski niezaleznie od poziomu Cu, natomiast
ekspresja genu CsHMAS.2 i poziom kodowanego przez niego biatka znacznie wzrasta lub
maleje w warunkach odpowiednio, nadmiaru lub braku metalu w $rodowisku. Wydaje sie
zatem, ze funkcja biatka CsHMAS.2 jest Scisle zwigzana z detoksykacjg komédrek ogérka
w warunkach nadmiaru miedzi w $rodowisku. Wyniki badan nad biatkami HMA ogérka
opublikowali$my w dwoch czasopismach naukowych z tzw. ,Listy Filadelfijskiej”: Migocka
M., Papierniak A., Maciaszczyk-Dziubinska E., Posyniak E., Kosieradzka A. (2015)
Molecular and biochemical properties of two P1B2-ATPases, CsHMA3 and CsHMA4, from
cucumber. Plant Cell & Environment 38(6):1127-1141; Migocka M., Posyniak E.,
Maciaszczyk-Dziubinska E., Papierniak A., Kosieradzaka A. (2015) Functional and
Biochemical Characterization of Cucumber Genes Encoding Two Copper ATPases
CsHMAS.1 and CsHMADSL.2. Journal of Biological Chemistry 290(25):15717-15729.

Obecnie, kontynuujemy wspétprace nad biatkami MTP ogérka realizujgc wspodlnie
projekt badawczy nr 2012/05/D/NZ1/01659 (2013-2016) finansowany przez NCN pt.
"Znaczenie fizjologiczne transporterow metali ciezkich CsMTP5, CsMTP6 i CsMTP7,
reprezentujgcych trzy odrebne filogenetycznie grupy w rodzinie biatek MTP (Metal
Transport Proteins) u ogérka".

Kilkuletnia wspotpraca z zespotem badawczym z Zaktadu Fizjologii Zwierzat
Uniwersytetu Wroctawskiego kierowanym przez prof. dr hab. Andrzeja Dzugaja, a
nastepnie prof. dr hab. Dariusza Rakusa zaowocowata zaréwno aktywnym udziatem jako
wykonawca w czterech projektach badawczych: KBN 6P04A 045 26 (2004-2007), KBN
N30/08131/2670 (2006-2008), MNiSW NN301/4163/33 (2007-2010), MNiSW N301
069139 (2010-2013), jak i licznymi publikacjami naukowymi dotyczacymi badan nad
strukturg i funkcja ludzkiej miesniowej fruktozo 1,6-bisfosfatazy (FBPazy) kluczowego
enzymu gluko- i glikoneogenezy. Moja praca polegata na przygotowaniu szeregu
mutantdw oraz izolacji zmodyfikowanych biatek z komoérek E. coli, co pozwolito na
opisanie wielu cech tego enzymu.

W publikacji Rakus D., Maciaszczyk E., Wawrzycka D., Utaszewski S., Eschrich
K., Dzugaj A. (2005) The origin of the high sensitivity of muscle fructose 1,6-
bisphosphatase towards AMP. FEBS Letters 579(25):5577-5581 wskazaliSmy przyczyne
réznic we wrazliwosci na AMP pomiedzy miesniowg a watrobowa FBPaza. Kinetyczne
wiasciwosci obu enzymdw sg bardzo podobne, a podstawowg roznicg jest znacznie
silniejsze hamowanie przez AMP miesniowej FBPazy niz watrobowej FBPazy.
Zastosowanie techniki mutagenezy ukierunkowanej pozwolito zamieni¢ reszty
aminokwasowe podejrzewane o udziat w wigzaniu AMP do izoenzymu miesniowego na te,
ktore obecne sg w enzymie watrobowym (K20E,T177M,Q179C) i odwrotnie. Okazato sie,
ze potréjne mutanty watrobowe i miesniowe FBPazy wykazujg odmienne witasciwosci
wobec AMP - watrobowy wysokie powinowactwo, ale niskg wrazliwo$é, a miesniowy -
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zmniejszone hamowanie, ale wigzanie AMP na poziomie dzikiego watrobowego enzymu.
Wskazuje to na kluczowg role K20, T177 i Q179 w silniejszym wigzaniu AMP przez enzym
miesniowy niz watrobowy.

Inne badania dotyczyty mechanizmu hamujacego wptywu jonéw wapnia na FBPaze
i zostaty przedstawione w pracy Zarzycki M., Maciaszczyk E., Dzugaj A. (2007) Glu 69
is essential for the high sensitivity of muscle fructose-1,6-bisphosphatase inhibition by
calcium ions. FEBS Letters 581:1347-1350 i Rakus D., Gizak A., Kasprzak A.A., Zarzycki
M., Maciaszczyk-Dziubinska E., Dzugaj A. (2013) The mechanism of calcium-induced
inhibition of muscle fructose 1,6-bisphosphatase and destabilization of glyconeogenic
complex. PLoS One 8(10):e76669. Gizak i wspotpracownicy w 2004 roku pokazali, ze
wapn jest silnym inhibitorem FBPazy. Badania nad ssaczg watrobowa FBPaza pokazaty,
ze istotne dla regulacji aktywnosci sg zmiany stanéw konformacyjnych w obrebie petli
52-72 (Choe et al., 1998). Poréwnujac strukture pierwszorzedowg petli 52-72 miesniowej
FBPazy z analogiczng strukturg FBPazy watrobowej zaobserwowalismy, ze Glu69 w
miesniowej FBPazie jest zastgpiona przez GIn w FBPazie watrobowej. Uzyskalismy
mutanta Glu69GIn izoenzymu miesniowego oraz mutanta GIn69Glu enzymu watrobowego
i poréwnalismy ich wiasciwosci kinetyczne. Powinowactwo mie$niowego mutanta FBPazy
do jondéw wapnia bylo 500-krotnie a do jondw magnezu 3-krotnie zmniejszone.
Jednoczesnie mutant watrobowej FBPazy GIn69Glu wykazywat zwiekszone powinowactwo
do wapnia i do magnezu. Uzyskane wyniki, wskazujg na kluczowa role Glu69 dla
wysokiego powinowactwa do jondw wapnia przez miesniowg FBPaze i mogq sktania¢ ku
hipotezie, iz pojedyncza mutacja GIn69Glu mogta by¢ istotnym elementem podczas
ewolucji FBPazy umozliwiajac regulacje procesu glikoneogenezy w komdrkach
miesniowych przez jony wapnia. Dla uzyskanego mutanta Glu69GIn miesniowego
izoenzymu FBPazy okreslilismy takze strukture krysztatu (Zarzycki M., Kotodziejczyk R.,
Maciaszczyk-Dziubinska E., Wysocki R., Jaskolski M., Dzugaj, A. (2011) Structure of
E69Q mutant of human muscle fructose-1,6-bisphosphatase. Acta Crystallografica
Section D - Biological Crystallography 67(Pt 12):1028-1034).

Czynnikiem odczulajagcym miesniowgq FBPaze na hamowanie przez AMP jest
miesniowa aldolaza (Rakus and Dzugaj 2000, Rakus et al. 2003), ktdora tworzy z nig
metabolon, w ktérym nastepuje bezposrednio przekazywanie syntetyzowanego przez
aldolaze substratu do FBPazy, bez uwalniania substratu do S$rodowiska (Rakus et al.
2004). Zbadalismy molekularny mechanizm hamowania oraz regulacji kompleksu
FBPaza-aldolaza w obecnoéci jondw wapnia pokazujac, iz Ca** hamuje miesniowa FBPaze
poprzez zmiany w konformacji katalitycznej petli 52-72 kompetytywnie do jonow
dwuwartosciowych (Mg?*, Zn?*), a takze indukuje destabilizacje kompleksu z aldolaza.

PrzesledziliSmy takze efekt delecji dziesieciu wysoce konserwatywnych reszt
aminokwasowych z N-konca ludzkiej miesniowej FBPazy dla jej wtasciwosci kinetycznych,
lokalizacji i zdolnosci wigzania z aldolaza (Gizak A., Maciaszczyk E., Dzugaj A., Eschrich
K., Rakus D. (2008) Evolutionary conserved N-terminal region of human muscle fructose
1,6-bisphosphatase regulates its activity and the interaction with aldolase. Proteins -
Structure, Functions and Bioinformatics 72:209-216). PokazaliSmy, iz Arg4 i Ser5 z N-
konca FBPazy mogg by¢ odpowiedzialne za interakcje z aldolaza, a skrécone formy
FBPazy sa nie tylko mniej wrazliwe na hamowanie przez AMP, ale takze znaczaco stabiej
aktywowane przez jony magnezu w poréwnaniu do dzikiej formy miesniowego i
watrobowego enzymu a takze maja mniejsze powinowactwo do aldolazy, ale nie
wplywajq na lokalizacje FBPazy we widknach miesniowych.

We widknach miesni szkieletowych FBPaza jest zlokalizowana na linii Z (Gizak et
al. 2003), a w kardiomiocytach na linii Z i w jadrach komodrkowych (Gizak and Dzugaj
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2003). W komodrkach miesni gtadkich FBPaza jest widoczna tylko w jadrach komorkowych
(Gizak et al. 2005), a w komodrce miesni szkieletowych kolokalizuje z aldolazg na linii Z
(Rakus et al. 2003). Publikacja Gizak A., Maciaszczyk-Dziubinska E., Jurowicz M.,
Rakus, D. (2009) Muscle FBPase is targeted to nucleus by its 203KKKGK207 sequence.
Proteins - Structure, Functions and Bioinformatics 77:262-267 pokazuje efekty naszej
analizy potencjalnej sekwencji sygnalnej do jadra komdrkowego (NLS, Nuclear
Localization Signal) obecnej w miesniowej FBPazie potwierdzajac istotny udziat catego
motywu  ,03KKKGK,o; we wilasciwym imporcie enzymu do jadra komdrkowego
kardiomiocytow.

Relacje pomiedzy kompleksem miesniowej FBPazy i aldolazy zlokalizowanym na
linii Z sarkomerdéw a obecng tam takze kinazg syntazy glikogenu przedstawiliSmy w
publikacji Gizak A., Mazurek J., Wozniak M., Maciaszczyk-Dziubinska E., Rakus D.
(2013) Destabilization of fructose 1,6-bisphosphatase-Z-line interactions is a mechanism
of glyconeogenesis down-regulation in vivo. Biochimca et Biophysica Acta - Molecular
Cell Research 1833(3):622-628. Pokazalismy, ze miesniowa FBPaza moze by¢ celem w
szlaku kinazy syntazy glikogenu (GSK3) in vivo i substratem dla niej in vitro, a
zahamowanie GSK3 powoduje zmniejszone oddziatywanie FBPazy z linig Z i réwnoczesne
zmniejszenie zawartosci glikogenu w miesniach, co skfania ku hipotezie, iz zahamowanie
GSK3 w miesniach szkieletowych kregowcow powoduje obnizenie glikoneogenezy poprzez
destabilizacje kompleksu glikoneogenetycznego spowodowanego odigczeniem FBPazy od
linii Z (i aldolazy).

V. Plany na przysztos¢

Prace, ktérych celem jest dogtebna charakterystyka mechanizmu interakcji
czynnika transkrypcyjnego Yap8 z promotorem genu ACR3 oraz praktyczne ustalenie
topologii antyportera Acr3 w btonie komdrkowej drozdzy Saccharomyces cerevisiae, sq
przeze mnie kontynuowane w ramach projektu badawczego , Transporter arsenowy Acr3
- regulacja ekspresji i mechanizm translokacji arsenu przez btone komorkowg” NCN
2012/07/B/NZ1/02804, kierownik projektu prof. dr hab. Robert Wysocki, w ktorym
jestem gtdwnym wykonawca.

Gtéwnym zadaniem, nad ktéorym pracujemy to ustalenie liczby regionéw
transbtonowych w biatku Acr3, ktére mogg tworzy¢ Sciezke transportu dla As(OH)s i HY,
gdyz analizy komputerowe wskazujg na 9 lub 10 takich regiondow, a watpliwg domeng
jest TM9, w ktorej zlokalizowanych jest kilka konserwatywnych reszt aminokwasowych, a
zatem okreslenie topologii wydaje sie by¢ niezbedne do zrozumienia procesu translokacji
arsenu przez biatko Acr3.

Pracujemy tez nad mechanizmami regulacji ekspresji genu ACR3 przez czynnik
transkrypcyjny Yap8, w tym staramy sie okresli¢, co odpowiada za specyficznos¢
aktywatora transkrypcji Yap8 wobec promotora ACR3; w szczegdlnosci badamy, ktére
aminokwasy sasiadujace z konserwatywng domena zasadowa (RxxQLRxSQxxFRxR)
wigzacg motywy YRE moga byc istotne dla zdolnosci aktywacji transkrypcji genu ACR3
przez Yap8.
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