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4.3. Omowienie celu naukowego w/w. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1 WSTEP

Utrzymanie homeostazy jest kluczowym zadaniem organizmu, dlatego komoérki wszystkich
organizméw wytworzyly mechanizmy obrony przez szkodliwymi egzo- i endogennymi czynnikami.
Opornos$¢ wielolekowa jest powszechnym zjawiskiem o ogromnym znaczeniu dla medycyny, przemystu
i ekonomii. Komoérki mikroorganizméw w bardzo szybkim tempie sa w stanie naby¢ cechy opornosci
na leki czy cytostatyki. Powoduje to rozpowszechnianie populacji opornej na stosowane
chemioterapeutyki. Opornos¢ wielolekowa polegajaca na rozwinieciu przez komorke opornosci na
szereg nie powiazanych ze soba strukturalnie i funkcjonalnie zwigzkow jest problemem nie tylko
w terapiach antybakteryjnych czy grzybiczych, ale réwniez w terapiach antynowotworowych czy
ochronie ros§lin (Morschhiuser 2010; Szakacs i wsp, 2006; De Waard i wsp., 2006; Housman i wsp.,
2014). Zauwazono, ze nie tylko mikroorganizmy, ale réwniez komorki nowotworowe nabywaja fenotyp
opornosci na stosowane chemioterapeutyki juz w czasie leczenia (Mattern i Volm, 1993; Housman i
wsp., 2014).

W celu neutralizacji szkodliwych czynnikow komorki moga uzyé réznych mechanizmow:
inaktywacji enzymatycznej inhibitora (np. hydroliza antybiotykow B-laktamowych (Livermore, 1995),
modyfikacji celu dziatania cytostatykow (np. mutacja powodujaca niewielka zmiane struktury,

konformacji lub poziomu ekspresji biatka stanowigcego cel inhibitora (Nittis i Beck., 1996; Holohan i
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wsp., 2013), zmiany przepuszczalno$ci btony (np. modyfikacja poryn; Nikado., 2003) i aktywne
usuwanie z cytoplazmy. Analizujac mechanizmy obrony komorki przed ksenobiotykami nalezy
pamigtaé, ze w wickszosci przypadkéw komodrka wykorzystuje jednocze$nie wigcej niz jeden
mechanizm. Uwaza si¢ jednak, ze najwazniejszym mechanizmem obrony komérek przed
toksycznym dzialaniem roéznych zwiazkow jest uruchomienie systemow pozwalajacych na
usuwanie ksenobiotykéw z cytoplazmy poprzez ich transport do wakuoli lub na zewnatrz komoérki
dzieki systemowi wyspecjalizowanych biatek blonowych.

W badaniach mechanizmow opornosci komorek eukariotycznych na réznego rodzaju inhibitory
i stres od lat wykorzystuje si¢ modelowy organizm jakim sa drozdze piekarnicze Saccharomyces
cerevsiae, ktorych komorki pod wzgledem ztozono$ci budowy nie réznig si¢ od wyzszych organizméow,
cechuje¢ je natomiast typowy dla mikroorganizmow krotki czas generacji, tatwo$¢ uzyskania i analizy
mutantow, szeroka gama wykorzystywanych metod i podtozy (Mell i Burgess; 2002). Wigkszo$¢ genow
drozdzowych ma homologii u wyzszych eukariontéw, a komorki drozdzy sa z powodzeniem uzywane
do badania biatek zwierzecych i roslinnych w uktadzie heterologicznej ekspresji (Mell i Burgess, 2002).

Analiza genomu drozdzy S. cerevisiae wykazata obecno$¢ 258 potencjalnych transporterow
btonowych. Ze wzgledu na podobienstwo sekwencji transportery podzielono na 42 rodziny, wsrod
ktorych znalazly si¢ migdzy innymi biatka kanalowe, transportery aktywne (tzw. ATPazy
transportujace), transportery wtorne (antyportery, symportery i uniportery) i translokazy (Paulsen i wsp.,
1998; Saier, 2000). W przypadku badania mechanizméw oporno$ci komorek na inhibitory szczegdlng
uwage zwrocono na biatka transporterow zaklasyfikowane do podrodzin: ABC transporterow (ATP-
binding cassette transporters) i MFS (Major Facilitator Superfamily). Biatka ABC transporterow i MFS

zidentyfikowano u wszystkich organizmow (Goffeu and Balzi., 1994).

Gléwna uwaga prowadzonych przeze mnie badan skupiata sie na identyfikacji i charakterystyce roli
wybranych bialek blonowych w odpowiedzi komérkowej na stres wywolany obecnoscig

ksenobiotykéw z wykorzystaniem modelu drozdzowego.

4.3.2 Rola Vmrl w wielolekowej opornosci komérek drozdzy

Pierwsza publikacja przedstawiona jako osiggniecie naukowe (Wawrzycka D, Sobczak I,
Bartosz G, Bocer T, Utaszewski S, Goffeau A (2010) Vmr 1p is a novel vacuolar multidrug resistance
ABC transporter in Saccharomyces cerevisiae. FEMS Yeast Res. 10(7):828-38; zatacznik 5.1) dotyczyta
charakterystyki genu VMRL1. Byla to pierwsza analiza funkcjonalna genu YHLO035¢c/VMRL1.

Gen YHL035¢/VMR1 zlokalizowany jest na chromosomie VIII drozdzy S. cerevisiae. Analiza
porownawcza sekwencji genu VMR1 pozwolita na zaklasyfikowanie go do ABC transporteréw, ATPaz
transportujacych, ktére wyrzucajg substraty z cytoplazmy na zewnatrz komorki, wykorzystujac energig

pozyskang z hydrolizy ATP (Pedersen., 2007). Rodzina ta obejmuje ponad 200 biatek eukariotycznych
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i prokariotycznych, z ktorych wigkszo$¢ zwigzana jest z transportem substratow przez blony
biologiczne. Substratami tych transporteréw moga by¢ zarowno mate czgsteczki jak réwniez duze
hydrofobowe kompleksy cytostatykow czy antybiotykéw. Niektore z transporterow wykazujg
specyficzno$¢ substratowa, wiele z nich jednak wykazuje zdolno$¢ transportu niepowigzanych
funkcjonalnie czy strukturalnie zwigzkéw, stanowig one glowng podstawe wielolekowej opornosci
komorek. Typowy ABC transporter zbudowany jest z 1-2 domen NBD (Nucleotide-binding domain;
NBD1 i NBD2) wiazacych i hydrolizujacych ATP i 1-2 hydrofobowych domen transmembranowych
TMD (TransMembrane Domain; TMD1 i TMD2) (Taglicht i Michaelis,1998). Podstawa klasyfikacji
biatka do rodziny ABC transporterow sg specyficzne tylko dla tej rodziny, 200 aminokwasowe, wysoce
konserwatywne regiony (tzw. Walker A, Walker i SGG(Q)) w obszarze domeny NBD.

Vmrl nalezy do klasy MRP/CFTR rodziny ABC transporteréw

Przeprowadzona w ramach przedstawianych badan analiza porownawcza sekwencji pozwolita
na zaklasyfikowanie Vmrl do klasy MRP/CFTR rodziny ABC transporterow (odpowiednik
podrodziny ABCC u ludzi). Bialka z tej klasy swoja topologia przypominajg ludzki transporter CFTR
(Cystic Fybrosis Chloride Chanel) zwigzany z mukowiscydoza i MRP1 (Multidrug Resistance-
Associated Protein), ludzkie biatko odpowiedzialne m.in. za wiclolekowa opornos¢ komorek
nowotworowych na chemioterapeutyki (Dean, 2002). Wsrod drozdzowych biatek ABC do podgrupy
MRP/CFTR zakwalifikowano: Ycfl, Bptl, Ybtl, Nftl, Yorlibedacy tematem niniejszych badan Vmrl
(Paumi i wsp., 2009). Biatko Ycf1 (Yeast Cadmium factor) odpowiedzialne jest za detoksykacj¢ metali
(Cd, Hg, As) poprzez usuwanie ich w formie koniugatow z glutationem (GS) do wakuoli (Li i wsp.,
1996; Wemmie i Moye-Rowley, 1997). Podobnie Bptl (Bile pigment transporter) usuwa koniugaty Cd-
GS z cytoplazmy do wakuoli (Klein i wsp,, 2002; Sharma i wsp., 2002) transportuje réwniez
nieskoniugowana bilirubine (Petrovic i wsp., 2000). Za transport kwasoéw zotciowych z cytoplazmy do
wakuoli odpowiedzialny jest Ybtl (Yeast bile transporter) (Ortiz i wsp., 1997). Transporter Yorl (Yeast
oligomycine resistance) lokalizuje si¢ w btonie komorkowej i jest odpowiedzialny za wielolekowg
oporno$¢ (Katzmann i wsp.. 1995; Decottignies i wsp., 1998). Funkcja Nftl nie zostata dotychczas
scharakteryzowana, natomiast Vmrl zostat scharakteryzowany w ramach niniejszej pracy.

W pracy wykonalismy analiz¢ filogenetyczng porownujac 300 aminokwasowy N-koncowy
fragment biatka Yhl035c/Vmrl z pozostatymi drozdzowymi biatkami nalezacymi do tej samej klasy.
Wyniki pozwolity na wyrdznienie trzech grup. W jednej z grup znalazly sie Vmrli Ybtl, co wskazuje
na ich bliskie pokrewienstwo filogenetyczne. W przypadku tych biatek wykazano podobienstwo w
180 na 300 analizowanych aminokwasow z domeny NBD. Poréwnanie catych sekwencji
aminokwasowych biatek Vmrl i Ybtl wskazatlo na 64% identycznosci. Analiza calego genomu

drozdzowego wykazala natomiast, ze region chromosomu obejmujacy ORF YHLO35c/VMRL1 zostat
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zduplikowany, w rezultacie czego VMRL1 znajduje sie chromosomie VIII, a jego paralog YBT1 na

chromosomie XI|I.
VMR1 warunkuje oporno$¢ na wiele réznych inhibitoréw

W celu poznania funkcji genu VMR1, skonstruowano mutanty delecyjne, ktére poddano analizie
fenotypowej. Analiza ta polegala na testach zahamowania wzrostu w obecnosci ponad 60 réznych
inhibitorow, antybiotykow, chemioterapeutykow, detergentow i zwigzkow metali. Zaobserwowalismy,
ze delecja genu VMR1 uwrazliwia komérki na niezwiagzane strukturalnie i funkcjonalnie,
toksyczne zwiazki: higromycne B (antybiotyk aminoglikozydowy), cykloheksymid (inhibitor
translacji), kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (herbicyd), diuron (herbicyd), 1,10-fenantroline
(inhibitor metalopeptydaz), piperydyne (lek antymikrobowy, skladnik lekéw psychotropowych),
polidokanol (niejonowy detergent), chlorek trifenylotetrazoliowy (barwnik), 8-hydroksychinolina
(zwiazek bakteriobdjczy i grzybobdjczy), N-tlenek-4 nitrochinoliny (mutagen, karcynogen), 2,4-
dinitrofenol (herbicyd), rodamin¢ 6G (barwnik fluorescencyjny). Pomimo duzego podobienstwa do
Ybtl, delecja genu VMRL1 nie spowodowata wrazliwosci na kwas glikochenodeoksycholowy i kwas
taurocholowy, ktore sa substratami biatka Ybt1. Okreslono wiec, ze biatko Vmrl odgrywa wazna role
w generowaniu wielolekowej opornos$ci komorek, a wzér wrazliwosci nie pokrywa sie z zadnym z
dotychczas opisanych ABC transporterow.

Poniewaz inne biatka z klasy MRP jak Ycfl i Bptl, sa odpowiedzialne za detoksykacje komorki
ze zwigzkow kadmu, sprawdzano réwniez, czy kadm moze by¢ substratem dla Vmrl. Wykazano, ze
delecja genu uwrazliwia komorki na zwiazki kadmu w duzym stopniu, ale tylko w przypadku
wzrostu na niefermentowalnych zrédtach wegla (etanol/glicerol). Komoérki szczepu nie wykazywaty
wrazliwoéci na kadm w obecnosci glukozy, nawet przy jednoczesnym braku genu
ycflA. Zaobserwowano réwniez wzrost wrazliwo$ci komorek vmrlA na arsen, ale nie na cynk, miedz
Czy antymon.

Obserwacje w mikroskopie fluorescencyjnym wskazaty na lokalizacje bialka fuzyjnego
Vmrl-GFP wylacznie w blonie wakuoli. Zaobserwowano, ze w przypadku wzrostu na podtozu z
glukozg biatkoVmrl-GFP pozostawato w btonie wakuoli przez okoto 10 h, natomiast w przypadku
hodowli na podtozu z etanolem/glicerolem, biatko byto stabilizowane i fluorescencja obserwowana byta
nawet po 24 h. Blonowa lokalizacje¢ Vmrl potwierdzano poprzez frakcjonowanie biatek i
immunodetekcje. Wskazuje to na gléwne dzialanie bialka Vmrl w warunkach obecnosci

niefermentowalnego zrodla wegla, co odroéznia go od innych bialek z klasy MRP/CFTR.
Vmrl transportuje substraty w formie koniugatéw z glutationem

W celu analizy aktywnosci transportowej biatka Vmr1 uzyto rodaming 6G, ktora jest markerem

aktywnosci transportowej wielu ABC transporteréw. Wykazano zmieniony poziom transportu uzytej
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jako substrat rodaminy 6G w zaleznosci od obecnosci lub braku Vmrl1. Transport zalezny jest od
obecnosci glukozy jako Zrodta energii. Zaobserwowano réwniez, ze przy braku usuwania rodaminy 6G
z cytoplazmy do wakuoli w przypadku komorek vmrlA, akumulowana w cytoplazmie rodamina 6G
zostaje usuwana z komorki poprzez transporter Pdr5. Podwojny mutant pdrS5A vmrlA jest bardziej
wrazliwy na rodaming 6G niz odpowiednie pojedyncze mutanty.

Najbardziej podobne do Vmrl biatka Ycfl i Bptl transportuja kadm do wakuoli w formie
skoniugowanej z glutationem (Li i wsp., 1996; Klein i wsp., 2002). Badania poziomu zaleznego od ATP
transportu koniugatow gutationu (DNP-S-Glutation) przeprowadzone na frakcji oczyszczonych wakuoli
wykazaly, ze delecja genu VMRL skutkowala obnizeniem transportu koniugatow glutationu z
cytoplazmy do wakuoli niezaleznie od uzytego w podtozu zrodta wegla. Dla porownania delecja genu
YCF1 powodowata ~80% zahamowania transportu koniugatow glutationu do wakuoli. Jednakze w
przypadku jednoczesnej delecji obu gendéw (ycflAvmrlA) transport koniugatéw glutationu do wakuoli
byt praktycznie catkowicie wygaszony.

Ze wzgledu na réznice wrazliwosci komorek mutanta vmrlA w zalezno$ci od rodzaju zrodta
wegla w podtozu, przeprowadzono analizg regulacji transkrypcji genu VMR1. Zaobserwowano, ze gen
VMR1 ulega ekspresji 2x czgéciej w przypadku hodowli na podlozu z etanolem/glicerolem niz w
obecnosci glukozy. Wykazano, ze indukcja ta zalezna jest od obecnosci czynnika transkrypcyjnego
Adrl, regulatora genéw ulegajacych represji glukozowej. Potwierdza to gltowna aktywnos¢ biatka w
warunkach niefermentowalnego zrodla wegla. Ponadto wykazano zwigkszenie aktywnosci
transkrypcyjnej genu VMR1 w obecnosci substratow takich jak kadm, arsen i cynk; dla porownania
obecno$¢ bizmutu, kobaltu czy miedzi nie wptywata na ekspresje genu VMR1. Wykazano rowniez, ze
poziom ekspresji genu VMRL1 jest niezalezny od Pdrl, Pdr3 czy Yapl - gltéwnych czynnikow
transkrypcyjnych aktywujacych transkrypcje genow wielolekowej opornosci.

Ze wzgledu na fenotyp opornosci wielolekowej i lokalizacje produktu bialkowego w blonie
wakuolarnej nadaliSmy genowi o systematycznej nazwie YHL035c nazwe VMR1 (Vacuolar
Multidrug Resistance), ktora to nazwe zarejestrowaliSmy w bazie SGD (Saccharomyces Genome
Database).

Przedstawione wyniki zostaly rowniez zaprezentowane na miedzynarodowej konferencji 25th

International Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology (2011) w Olsztynie.

4.3.3 Charakterystyka blonowego bialka Rtal

Problem rozprzestrzeniajacej si¢ lekoopornosci mikroorganizméw mobilizuje badaczy do
poszukiwania nowych zwigzkéw o wlasciwosciach antybakteryjnych i antygrzybicznych. Jednym z
takich zwigzkow sa aminosterole, ktore wykazuja szerokie spektrum dziatania wzgledem bakterii gram
dodatnich i grzybow (Elkihel i wsp., 1994). Izolowany z tkanek kolenia pospolitego (Squalus acanthias)

aminosterol skwalamina jest antybiotykiem o szerokim spektrum dziatania wzgledem bakterii gram

6
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dodatnich i gram ujemnych, grzybow i pierwotniakow (Moore i wsp., 1993). Réwniez 7-
aminocholesterol (7-ACH) wykazuje wiasciwos$ci antybakteryjne i antygrzybicze (Soustre i wsp., 1996)
jednak mechanizm jego dziatania nie jest wyjasniony. Wykazano, ze ekspozycja komorek drozdzowych
na 7-ACH powoduje inhibicje izomerazy sterolowej A8-A7 i reduktazy Al4, enzymoéw ze szlaku
biosyntezy steroli (Soustre i wsp., 1996), ktére sg podstawowym sktadnikiem bton biologicznych w
komérkach eukariotycznych. Sterole warunkuja pltynnosc¢ i przepuszczalno$¢ btony, wplywaja rowniez
na aktywno$¢ enzymow z nig zwigzanych, a takze na przesylanie sygnatow, regulacje cyklu
komoérkowego (Dufourc i wsp., 2008). U drozdzy S. cerevisiae gtdéwnym sterolem wystepujacym W
btonach jest ergosterol. Chociaz 7-ACH zmniejsza aktywnos¢ enzymow ze szlaku biosyntezy steroli, to
nie zaobserwowano zmniejszonej zawarto$ci ergosterolu w btonie komérek hodowanych w obecnosci
tego zwiazku (Elkihel i wsp., 1994). Gen RTAL (Resistance To Aminocholesterol) zostat wyizolowany
jako nadajacy komérkom drozdzy opornos¢ na 7-ACH w przypadku nadekspresji. Delecja genu RTAL
powoduje uwrazliwienie komoérek na aminosterole, ale nie na azole (Soustre i wsp., 1996). Analiza
profilu ekspresji genu RTAl wykazata, ze ulega on indukcji w warunkach ekspozycji na 8-
metoksypsoralen (lek przeciwzapalny, fotouczulajacy, chemioterapeutyk), UVA, (Dardalhon i wsp.,
2007) i cytryning (mikotoksyna) (Iwahashi i wsp., 2007), co sugeruje, ze gen ten moze warunkowaé
oporno$¢ wielolekowg. Kolejna przedstawiona jako osiggniecie naukowe praca (Kotaczkowska A,
Manente M, Kotaczkowski M, Laba J, Ghislain M, Wawrzycka D (2012) The regulatory inputs
controlling pleiotropic drug resistance and hypoxic response in yeast converge at the promoter of the
aminocholesterol resistance gene RTAL. FEMS Yeast Res. 2012;12(3):279-92; zatgcznik 5.2) dotyczyta
charakterystyki genu RTAL. Analiza in silico wskazywata na obecno$¢ w biatku Rtal siedmiu regionow
transmembranowych, co sugeruje btonowg lokalizacje tego biatka. Przedstawiona w pracy izolacja i
frakcjonowanie biatek ekstrahowanych ze szczepu eksprymujacego znakowana forme Rtal-His6
pozwolitlo na okreslenie obecnosci biatka Rtal tylko we frakcji zageszczonych bialek btony
komorkowej. Podobnie obserwacja wewnatrzkomorkowej lokalizacji Rtal-GFP przy uzyciu
mikroskopii fluorescencyjnej wykazata, ze Rtal lokalizuje si¢ wylacznie w blonie komorkowej.
Analiza western blot wskazata, ze produktem genu RTAL jest bialko 0 masie ~36kDa, co odpowiada
jego przewidywanej wielkosci. Nadekspresja genu RTAL nadawata komérkom fenotyp opornosci na 7-
ACH. Przeprowadzona dwoma metodami (w obecnosci cykloheksymidu lub znakowanie metioning-
S%) analiza stabilno$ci bialka wskazala na krétki okres péltrwania bialka Rtal w blonie
komérkowej (30-60 min).

Analiza komputerowa wskazata na wysokie podobienstwo Rtal do biatka Rsbl, ktore zwigzane
jest z generowaniem opornosci komorek drozdzy na fitosfingozyny (PHS). Fitosfingozyna (ceramid)
jest prekursorem sfingolipidow, ktore obok steroli, sa naturalnym sktadnikiem bton komoérkowych
wplywajacym na ich ptynnos¢ i przepuszczalnos¢. Fitosfingozyny powigzano z zalezna od stresu
termicznego ubikwitynacja i degradacjg biatek btonowych (Chung i wsp., 2000). W pracy wykazano,
ze podobnie jak w przypadku 7-ACH, nadekspresja RTAl powoduje zwi¢kszenie tolerancji
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komoérek drozdzy na PHS. Jednakze, nadekspresja RBS1 nie powodowata zwigkszenia opornosci
komorek na 7-ACH. Co wigcej, ekspresja RTAL ulegata indukcji w obecnosci PHS, podczas gdy
ekspresja RSB1 pozostawata na statym poziomie. To wskazuje na rézne funkcje i r6zna regulacje
bialek Rtal i Rsb1, pomimo ich duzego podobienstwa.

W sekwencji biatka Rtal nie wykryto sygnatow wskazujacych na aktywno$¢ transportowsa (np.
domeny wigzania i hydrolizy ATP). Funkcje transportera 7-ACH wyklucza raczej rowniez fakt rownego
komorkowego stgzenia sterolu przy braku, obecno$ci lub nadekspresji RTAL (Soustre i wsp., 1996).
Przewidywana topologia biatka Rtal wskazywaé¢ moze na jego przynaleznos¢ do grupy receptoréw
sprzezonych z biatkami G, 7-transmembranowych (7 TM) receptoréw odbierajacych sygnaty z zewnatrz
komorki. W przypadku Rtal mogtaby to by¢ odpowiedz na stres cytotoksyczny. Zwlaszcza, ze ekspresja
RTAl zwigksza si¢ w obecnosci 7-ACH czy PHS, ale tez mikotoksyny. Analiza sekwencji
promotorowej genu RTAl wykazala obecno$¢ potencjalnych miejsc wigzania czynnika
transkrypcyjnego Pdrl (Plejotropic Drug Resistance) odpowiedzialnego za regulowanie aktywnosci
genow wielolekowej opornosci komorek, np. genéw kodujacych transportery ABC. W pracy wykazano,
ze ekspresja genu RTAL jest 10-krotnie zwigkszona W szczepie z super-aktywna formg Pdr1-3. Efekt
indukcji zniesiony jest poprzez mutagenez¢ miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego Pdrl w
promotorze genu RTAL. Bezposrednia zalezno$¢ ekspresji RTAL od aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego Pdrl wskazuje na role Rtal w wielolekowej opornosci komorek na inhibitory.
Co wiecej, delecja trzech gtéwnych genow warunkujacych wielolekowa opornos¢ komorek na wiele
niepowigzanych strukturalnie i funkcjonalnie substratow, PDR5, YOR1 i SNQ2, powodowato indukcje
ekspresji genu RTAL na poziomie podobnym do obserwowanego dla superaktywnej formy Pdr1-3. W
pracy wykazano rowniez zaleznos$¢ ekspresji genu RTAL od czynnikow transkrypcyjnych Mot3 i Rox1,
regulujgcych ekspresje gendow dziatajacych w warunkach hipoksji (badania dotyczace roli hipoksji w
ekspresji RTA1 zostaty wykonane przez grup¢ dr Anny Kotaczkowskiej). Delecja MOT3 i ROX1
powodowata zwigkszenie aktywnosci transkrypcyjnej genu RTAL. Jednocze$nie wykazano zwickszong
ilo§¢ bialka Rtal w komodrkach hodowanych w warunkach hipoksji. W warunkach obnizonej
dostepnosci tlenu nastepuje zaburzenie syntezy ergosterolu. Wydaje si¢, ze funkcja Rtal zwigzana jest
posrednio z regulacjg biosyntezy ergosterolu. Wskazuje na to zaréwno indukcja ekspresji i oporno$¢ na
inhibitor biosyntezy ergosterolu jakim jest 7-ACH, jak i zwigkszony poziom biatka Rtal w warunkach
hipoksji. Zaproponowali$my, ze zakotwiczone w btonie komorkowej biatko Rtal moze dziata¢ jako
receptor inhibitoréw wzrostu, wspoldzialajacy z siecia genéw warunkujacych wielolekowa

opornos¢ komorek, posrednio wplywajac na sklad lipidowy blony komorkowej.
4.3.4 Badania mechanizmu opornosci komorek na arsen

Zanieczyszczenie srodowiska arsenem (As) stanowi ogdlnoswiatowy problem. Wiele milionow

ludzi narazonych jest na stala ekspozycj¢ na wysokie stgzenie zwigzkow arsenu ze wzgledu na skazenie
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wod pitnych, powietrza lub gruntu. Dotyczy to zwlaszcza Indii, Chin, Tajwanu i Bangladeszu, ale
réowniez Meksyku, Australii, Nowej Zelandii, Kanady i USA (Harvey i wsp., 2006; Hossain, 2006).
Swiatowa organizacja zdrowia (WHO) szacuje, ze nawet 100 mIn 0s6b moze kazdego dnia spozywacé
wode lub zywnos$¢ zawierajaca arsen w stezeniu wigkszym niz dopuszczane 10 pg/l (WHO rep;
https://lwww.who.int/features/archives/feature206/en/). Zaobserwowano, ze eckspozycja na arsenu
powoduje melanozy, rogowacenia i raka skory, inhalacja powoduje raka ptuc, a wehtanianie przez uktad
pokarmowy doprowadza do nowotwordw nerek, watroby czy pecherza moczowego (Safiuddim i Karim,
2001; Bustaffa i wsp., 2014; WHO rep). Mi¢dzynarodowa Agencja Badan nad nowotworami (IARC-
International Agency for Research on Cancer) zaklasyfikowata arsen do pierwszej grupy czynnikoéw
rakotworczych (IARC, https://www.iarc.fr/), a Agencja ds. Substancji Toksycznych i Rejestru Chorob
(ATSDR-Agency for Toxic Substances and Disease Registry) ze wzgledu na toksyczno$¢, czestosé
wystepowania i ekspozycje, w 2017r wpisata arsen jako pierwszy i najwazniejszy (z ponad 200
wymienionych)  element  wplywajacy  obecnie  na  zdrowie  czlowieka  (ATSDR

https://www.atsdr.cdc.gov/spl/index). Jednakze, toksyczne wlasciwosci arsenu wykorzystywane byty

od wiekéw w terapiach trypanosomatoz (Spigczka afrykanska), a obecnie trojtlenek arsenu (Trisenox,
Teva Pharmaceuticals) stosowany jest w leczeniu ostrej biataczki promielocytowej, a badania nad
uzyciem tego metaloidu w leczeniu guzow litych sg w toku (Dilda i Hogg, 2007; Ahn i wsp., 2010;
Berrett i Croft, 2012; Aznab i Razaei, 2015).

Toksyczno$é trojwartosciowych form arsenu As(111) wynika z indukowania powstawania duzej
iloéci reaktywnych form tlenu (ROS) i generowania stresu oksydacyjnego (Flora., 2011; 2007; Chou,
2004; Hossein i wsp., 2013). Indukowane obecno$cig arsenu nagromadzenie ROS moze doprowadzi¢
do réznego typu uszkodzen DNA (Jena., 2012). Badania na drozdzach wykazaly, ze arsen moze
indukowa¢ dwuniciowe ztamania DNA we wszystkich fazach cyklu komoérkowego, w sposob
niezalezny od stresu oksydacyjnego (Litwin i wsp., 2013). Wskazano réwniez na bezposredni zwigzek
dziatania arsenu na agregacje bialek poprzez zaburzenia w procesie fatdowania nowopowstajgcych
peptyddéw. Okreslono, ze wsrdd ludzkich homologdéw drozdzowych biatek ulegajacych agregacji po
ekspozycji na arsen sa biatka powigzane z chorobami neurodegeneracyjnymi (lbstedt i wsp., 2014;
Tamas i wsp., 2014).

Ze wzgledu na trwajaca od wiekow ekspozycje organizmow na wysokie stezenia arsenu i
antymonu, komorki w trakcie ewolucji wytworzyty mechanizmy obrony przed toksycznym dziataniem
tego metaloidu. Badania nad zjawiskiem opornosci komorek na arsen i antymon na przyktadzie drozdzy
S. cerevisiae prowadzone sa od wielu lat przez grupe naukowa z Uniwersytetu Wroctawskiego (najpierw
pod kierunkiem prof. Stanistawa Utaszewskiego, a obecnie pod kierunkiem prof. Roberta Wysockiego).
W pracy przedstawionej jako kolejne osiagniecie naukowe (Maciaszczyk-Dziubinska E, Wawrzycka
D, Wysocki R (2012) Arsenic and antimony transporters in eukaryotes. Int J Mol Sci. 13(3):3527-48;
zatacznik 5.3) dokonano podsumowania aktualnego stanu wiedzy o mechanizmach detoksykacji arsenu

I antymonu, jak i drég wnikania metaloidow do komoérki eukariotycznej. Oméwiono role permeaz
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heksozowych (Hxt) i transporterow fosforanowych (Pho) jako drogi wnikania odpowiednio
As(IT)/Sb(IIT) i As(V) do komorki. Zwrdcono uwage na najnowsze doniesienia dotyczace podwajnej
roli akwagliceroporyn (np. Fpsl u S. cerevisiae), ktére moga stanowi¢ zarowno droge wnikania jak i
usuwania metaloidu. Ponadto scharakteryzowano role transporteréw pierwotnych z rodziny ABC jako
glowny czynnik detoksykacji arsenu z komorek ssaczych. Szeroko przeanalizowano rolg transporterow
metaloidow z rodziny Acr3 w generowaniu oporno$ci na arsen u mikroorganizmow. Przedstawiono
perspektywy wynikajace ze zrozumienia molekularnych mechanizméw opornosci komorek
eukariotycznych na zwiazki arsenu jako kluczowe w opracowania skuteczniejszych metod

terapeutycznych, ale rowniez mozliwosci wykorzystania w bio- i fitoremediacji metaloidow.
4.3.5 Badania mechanizmu dzialania bialka Acr3 antyportera As(I11I)/ H*

Detoksykacja arsenu polega glownie na obnizeniu jego wewnatrzkomoérkowego stezenia poprzez
aktywne usuwanie z cytoplazmy, badz poprzez neutralizacje¢ na drodze biotransformacji i
przeksztatcania w formy mniej toksyczne (Rosen, 2002). Najwazniejsza i najbardziej wydajna linia
obrony komorek jest aktywne usuwanie arsenu z cytoplazmy poprzez transportowanie go do wakuoli
lub na zewnatrz komorki. U eukariontow w detoksykacj¢ arsenu zaangazowane sg niespecyficzne,
pierwotne transportery typu ABC. Biatka te odpowiedzialne sg za sekwestracj¢ zwiazkdéw przez btone,
whbrew gradientowi stezen, usuwajac je z cytoplazmy do wakuoli lub na zewnatrz komoérki. Substratami
tych transporterow sa koniugaty glutationowe arsenu organicznego (np. MMAS(GS)2(111),
DMASs(GS)(I11)) i nieorganicznego (As(GS)3IIl). Wykazano, ze u cztowicka w aktywne usuwanie
zwigzkow arsenu zaangazowane sg transportery ABC z klasy ABCC1 (MRP1; MRP2; MRP4) i ABCA1
(Banerjee i wsp., 2014; Crew i Lesli, 2010; Lesli i wsp., 2004; Tan i wsp., 2014). W przypadku drozdzy
S. cerevisiae w transport koniugatow As(GS)III zaangazowane sg pompy ABC z klasy MRP1/CFTR,
Ycfl i Vmrl, ktore usuwaja As(GS)III z cytoplazmy do wakuoli (Li i wsp., 1996, Wawrzycka i wsp.
2010; Maciaszczyk-Dziubinska i wsp., 2012).

Badania prowadzone od wielu lat przez grupe, ktérej jestem cztonkiem (Instytut Genetyki i
Mikrobiologii i Instytut Biologii Eksperymentalnej Uniwersytetu Wroctawskiego), wykazaty, ze
glownym elementem opornosci drozdzy S. cerevisiae na arsen jest zlokalizowany w btonie komorkowej
transporter As(l1l) i Sb(lll) Acr3 (Arsenical Compounds Resistance) (Bobrowicz i wsp., 1997).
Ekspresja genu ACRS3 jest indukowana obecnoscig arsenu w srodowisku. Delecja genu ACR3 powoduje
uwrazliwienie komoérek nawet na niskie stezenia arsenu z jednoczesng akumulacja tego metaloidu w
cytoplazmie (Wysocki i wsp., 1997). Wykazano, ze biatko Acr3 jest wtérnym antyporterem As(I11)/H*
wykorzystujagcym do transportu energi¢ pochodzaca z gradientu elektrochemicznego protonow,
generowang przez btonowa H'-ATPaz¢. Umozliwia to usuwanie As(Ill) z cytoplazmy na zewnatrz
komorki wbrew gradientowi stezen (Maciaszczyk-Dziubinska i1 wsp., 2010; 2011). Chociaz

fizjologiczna funkcja Acr3 w detoksykacji As(IIl) zostata okreslona, mniej wiadomo o mechanizmie
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dziatania tego transportera i jego strukturze. Arsen wykazuje silne powinowactwo do grupy tiolowej (-
SH) moze wiec oddzialywac z biatkami przez reszty cysteinowe (Zhao i wsp., 2012). Wykazano, ze
wysoce konserwatywna reszta Cysl5l, jest niezbedna do aktywnosci transportowej biatka Acr3,
podczas gdy Cys90 i Cys169 sg niezbedne odpowiednio do prawidtowego sortowania biatka z ER do
btony komorkowej lub aktywnosci transportowej (Maciaszczyk-Dziubinska i wsp, 2014). Analiza
mutacyjna wybranych konserwatywnych hydrofobowych i polarnych reszt aminokwasowych
zlokalizowanych w potencjalnych regionach transbtonowych wskazata na istotna role Phe266 (TM7),
Phe352 (TM9), Ser349(TM9), Glu353 (TM9) i Glu380 (TM10) w aktywno$ci antyportowej Acr3
(Markowska i wsp., 2015). Powstalo wigc pytanie ile regionow transbtonowych posiada biatko Acr3 i
ktore z nich sg istotne w generowaniu aktywnosci antyportowej Acr3.

Przedstawiona jako kolejne osiggniecie naukowe praca (Wawrzycka D, Markowska K,
Maciaszczyk-Dziubinska E, Migocka M, Wysocki R (2017) Transmembrane topology of the arsenite
permease Acr3 from Saccharomyces cerevisiae. Biochim Biophys Acta — Biomem. 1861(5):916-925;
zalagcznik 5.4) dotyczyta ustalenia topologii biatka Acr3, okreslenia strukturalnego modelu biatka i
wyznaczenia potencjalnych regionéw odpowiedzialnych za wigzanie As(III) i H*-.

W celu wyznaczenia potencjalnych regionow transbtonowych sekwencje biatka Acr3 analizowano in
silico przy uzyciu dziewigciu réoznych programéw wyznaczajacych biatkowe regiony hydrofobowe.
Nastepnie dokonano przyrownania tych regionow. W przypadku wszystkich uzytych programow wyniki
wyraznie wskazywaly na obecnos$¢ dziewigciu potencjalnych regionow transbtonowych, jednak wyniki
Z pieciu analiz wskazywaly na obecno$¢ jeszcze jednego regionu hydrofobowego w biatku Acr3.
Watpliwosci dotyczyly regionu 332-366. Doktadne ustalenie konformacji biatka Acr3 i okreslenie
potozenia potencjalnego dodatkowego regionu hydrofobowego jest istotne poniewaz w regionie tym
znajduja si¢ kluczowe dla aktywnosci antyportowej reszty aminokwasowe: Phe352, Ser349, Glu353. W
celu eksperymentalnego okreslenia topologii biatka Acr3 uzyto dwoch metod tzw. mapowania przy
uzyciu Kkasety reporterowej Suc2A (miejsca glikozylacji) i analizy proteolitycznej. Weryfikacja
obecnosci glikozylowanych form fuzji Acr3-Suc2 pozwolita na okreSlenie, Ze regiony hydrofilowe
laczace odpowiednio domeny transblonowe TM1-TM2 i TM3-TM4, TM5-TM6 i TM7-TM8 s3
skierowane do lumen ER, a co za tym idzie po uzyskaniu btonowej lokalizacji skierowane sa na
zewnatrz komorki. Ponadto zaobserwowane wyniki wskazywaty, ze zaréwno N- i C-koniec bialka
skierowane sa do cytoplazmy, co jest mozliwe przy topologii Acr3 z 10-cioma regionami
transblonowymi. Analiza wzoru proteolitycznego form fuzyjnego biatka Acr3-fXa potwierdzita, ze
hydrofilowe regiony miedzy TM7-TM8 i TM9-TM10 skierowane sa na zewnatrz komorki, podczas gdy
TM8-TM9 i C-koncowy region biatka Acr3 sa skierowane do cytoplazmy. Analiza eksperymentalna
potwierdzila hipotetyczny model bialka Acr3 z 10-cioma regionami transblonowymi i pozwolila
na okreslenie, ze regiony transblonowe sa polaczone przez cztery petle cytoplazmatyczne i pie¢
petli skierowanych na zewnatrz komoérki. Ponadto wykazano, ze dyskusyjny region 322-366 jest

czeScig transblonowego regionu TMO.
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Jednocze$nie nasze badania wskazaly duze znaczenie miedzyblonowych petli
hydrofilowych w prawidlowym funkcjonowaniu i faldowaniu Acr3. Jednakze szczegdlnie
interesujacy jest region petli 8 taczacej TM8 i TM9. Analiza pordéwnawcza regionu petli 8, wykazata ze
obszar ten zawiera charakterystyczne tylko dla kladu Saccharomycotina wydtuzenie sekwencji o 7 do
63 reszt aminokwasowych. By okresli¢ role tego regionu skonstruowano wersje biatka Acr3 pozbawiong
28 reszt z regionu petli 8. Zaobserwowano, ze taka delecja nie wptyneta na funkcjonalnos¢ oraz btonowg
lokalizacj¢ biatka Acr3. Oznacza to, ze region hydrofilowy petli 8 nie odgrywa roli w funkcji,
sortowaniu i subkomorkowej lokalizacji bialtka Acr3.

Zaproponowali$my, ze drozdzowy antyporter Acr3 i nalezacy do tej samej rodziny BART,

symporter kwasow zolciowych ASBT moga by¢ strukturalnymi homologami. Przyrownanie
sekwencji aminokwasowej Acr3 z S. cerevisiae i bialka ASBT z bakterii Yersinia frederiksenii
pokazalo wysoki stopien podobienstwa topologii transblonowej obu bialek.
Korzystajac z wyznaczonej eksperymentalnie topologii biatka Acr3 i struktury krystalicznej ASBT z
Yersinia frederiksenii (PDB ID: 4N7W, CIN conformation) (Zhuo i wsp., 2014), podj¢to probe
stworzenia hipotetycznego modelu 3D biatka Acr3. W przypadku zaproponowanego przez (Hu i wsp.,
2011; Ahadef i wsp., 2015) modelu biatek ASBT z Y. frederiksenii i Neiseria meningitidis, wyznaczono
wyrazne domeny: panelowa tworzong przez regiony transbtonowe TM1-TM2 i TM6-TM7 i tzw.
domene korowg tworzong przez regiony transbtonowe TM3-TM5 i TM8-TM10. Co ciekawe, domeny
transbtonowe TM4 1 TM9 stanowig nieciggle a-helisy (TM4a i TM4b; TM9a i TM9Db), ktore wzajemnie
krzyzuja si¢ w obrebie konserwatywnego, rozwinigtego fragmentu tancucha polipeptydowego (Hu i
wsp., 2011; Ahadef i wsp, 2015). Autorzy zaproponowali rowniez, ze jony Na* wigzane sg W rejonie
transbtonowym w obrebie domeny korowej, blisko skrzyzowania TM4 i TM9, natomiast miejsce
wigzania substratu znajduje si¢ w rejonie pomiedzy domeng panelowg i korowag w centralnej czesci
biatka. Bazujac na strukturze krystalicznej biatlek ASBT zaproponowano, ze mechanizm transportu
polegalby na przesuwaniu si¢ ruchomej domeny korowej wzgledem nieruchomej domeny panelowe;j.
Ruch ten nastgpowatby po zwigzaniu substratu i/lub jonow i powodowatby naprzemienny dostep do
miejsc wigzania po obu stronach btony (Hu i wsp., 2011; Ahadef i wsp., 2015).

Dotychczas nie sg dostepne zadne dane dotyczace krystalograficznej struktury ktoregokolwiek
z cztonkow rodziny Acr3, nie znany jest tez mechanizm translokacji protonéw i arsenu. Bazujac na
podobienstwie topologii Acr3 i bialek ASBT, przy uzyciu serwera SWIS-MODEL (The SWISS-
MODEL server, Biozentrum, Universitéit Basel, http://swissmodel.expasy.org.) i metody modelowania
bazujagcej na homologii zaproponowaliSmy hipotetyczny model 3D bialtka Acr3. Zgodnie z
zaproponowanym przez nas modelem w bialku Acr3 mozna wyrézni¢ domene¢ korowa i domeneg
panelowa. W sktad domeny korowej wchodzi 6 regionow transblonowych tj. TM3-TM5 i TM8-TM10,
natomiast domena panelowa sktada si¢ z 4 regionow TM1-TM2 i TM6-TM7. Domeny TM4 i TM9 sa
nieciagle, skierowane w przeciwnych kierunkach i krzyzuja sie wzajemnie w miejscu fragmentu

rozwinietej helisy, w obrebie domeny panelowej. Co ciekawe, reszty aminokwasowe zidentyfikowane
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wczesniej jako istotne dla aktywnoS$ci antyportowej Acr3 znajduja sie wlasnie w obrebie TM4
(Cys151) i TM9 (Ser349, Phe352, Glu353). Ponadto, poniewaz zgodnie z naszym modelem, wysoce
konserwatywne reszty Cys151 i Ser349 znajduja si¢ bardzo blisko siebie, dokladnie w miejscu
krzyzowania domen TM4 i TM9, zaproponowaliSmy, Ze moga one tworzy¢ miejsce wigzania
arsenu. Czasteczka As(I11) prawdopodobnie wchodzi w interakcje z grupa tiolowa (-SH) reszty Cys151,
natomiast Ser349 poprzez wigzania wodorowe moze koordynowac te interakcje. Natomiast reszty
kwasu glutaminowego Glu353 (TM9) i Glu380 (TM10), ktére znajdujg si¢ w poblizu Cys151 moga
podlegac procesowi protonowania. Ponadto, zgodnie z naszym modelem reszta Glu380 znajduje si¢ w
bliskim polozeniu wzgledem potencjalnego miejsca wigzania arsenu, moze wiec bra¢ udzial w
koordynacji tego wigzania.

Uzyskane wyniki byly efektem realizacji jednego z zadan badawczych projektu NCN
2012/07/B/NZ1/02804 i zostaty rowniez zaprezentowane na dwoch miedzynarodowych konferencjach
w postaci plakatu na 27th International Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology
(ICYGMB), Levico Terme, Trentino we Wioszech oraz na Antimony 2015: 3™ International Workshop

on Antimony in the Environment, Leipzig w Niemczech.

4.3.6 Proteostaza Acr3; mechanizmy regulacji degradacji antyportera

W kolejnej pracy przedstawionej jako osiagniecie naukowe (Wawrzycka D., Sadlak J.,
Maciaszczyk-Dziubinska E., Wysocki R., (2019) Rsp5-dependent endocytosis and degradation of the
arsenite transporter Acr3 requires its N-terminal acidic tail as an endocytic sorting signal and arrestin-
related ubiquitin-ligase adaptors. Biochim Biophys Acta — Biomem. 1861(5): 916-925; zatacznik 5.5)
kontynuowano badania nad biatkiem Acr3. Gtownym punktem zainteresowania byta proteostaza biatka
Acr3, a w szczegdlnosci jego stabilnosé¢, droga i mechanizmy regulacji degradacji.

Komorki w szybki sposob musza dostosowac si¢ do zmieniajacych si¢ warunkow srodowiska.
Jednym z podstawowych mechanizméw pozwalajacych na utrzymanie homeostazy komorkowej jest
selektywno$¢ btony komorkowej, ktora zapewnia prawidtowe wprowadzanie i wyprowadzanie
substancji odzywczych, metali czy ksenobiotykoéw. Przystosowanie takie wymaga szybkiej wymiany
rodzaju i skladu biatek btonowych. Prawidlowa struktura btony zalezy od rozmieszczenia i
funkcjonalnosci bialek w niej wystepujacych, stad sprawnie dziatajace systemy kontroli jako$ci i
degradacji biatek leza u podstaw przezycia, szczegdlnie organizmow jednokomorkowych. Biatka
btonowe stanowia do 20% proteomu komorkowego, wiec w duzej mierze wplywaja na zachowanie
proteostazy (homeostazy bialek) w komorce (Cournia i wsp., 2015). Transportery btonowe podlegaja
bardzo $cistej regulacji na poziomie ekspresji, faldowania, sortowania i degradacji.

Tematem, ktéry w ostatnich latach bardzo interesuje badaczy jest proteostaza i regulacja
aktywnosci biatek blonowych na poziomie ubikwitynacji i degradacji. Ustalono, ze eukariotyczne biatka

btonowe, ktore sg przeznaczone do usunigcia z blony komoérkowej ulegajg degradacji w kilkuetapowym
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procesie obejmujacym ubikwitynacje, internalizacj¢, endocytoze, sortowanie do ciatek
wielopgcherzykowych (MVB, ang. Multivesicular bodies) i proteoliz¢ w wakuoli (Piper i wsp., 2014;
Feyder i wsp., 2015). Po raz pierwszy wakuolarng degradacje biatek btonowych opisano dla biatka Ste6
u drozdzy S. cerevisiae (Bercover i wsp., 1994). Obecnie, najwigcej informacji o przebiegu i regulacji
tego typu degradacji pochodzi z badan prowadzonych na modelowym organizmie jakim sg drozdze S.
cerevisiae. Przeznaczone do degradacji biatka podlegaja ubikwitynacji, polega to na tworzeniu
izopeptydowego wigzania migdzy czasteczka ubikwityny (Ub) a reszta lizynowa substratu (Hershko i
Ciechanover, 1998). Biatka moga podlega¢ monoubikwitynacji, multiubikwitynacji (ubikwitynacja na
roznych resztach lizynowych) lub poliubikwitynacji (przytaczanie ogonkow wieloubikwitynowych).
Czasteczka ubikwityny to 76 aminokwasowe biatko, ktére w swojej sekwencji posiada sze$¢ reszt
lizynowych K6, K11, K33, K48 i K63, z ktorych kazda moze utworzy¢ wiazanie izopeptydowe z
nastepng czasteczka ubikwityny (Swatek i Komander, 2016). W wyniku poliubikwitynacji powstaje
fancuch ubikwityn, ktory w zaleznos$ci od tego, przez ktora reszte lizynowa ubikwityny jest zbudowany,
nadaje biatku rdzne przeznaczenie.

W przypadku drozdzy S. cerevisiae zidentyfikowano dotychczas tylko jedng ligazg ubikwityny
odpowiedzialng za ubikwitynacje biatek btonowych, jest to nalezace do rodziny ligaz NEDDA4, biatko
Rsp5. Ligaza ubikwityny Rsp5 w swoje;j strukturze posiada trzy 40 aminokwasowe domeny WW, ktore
moga si¢ wigza¢ do biatek/substratow zawierajacych bogaty w proliny motyw PPxY (PY) (Kasanow i
wsp., 2001; Shcherbik i wsp., 2004). Ligaza ubikwityny Rsp5 preferuje budowanie tancuchow poli-Ub
przez Lys63 ubikwityny (Dunn i wsp., 2001; Kim i Huibregtse, 2009; Zarrinpar i Lim, 2000).
Jednakze wigkszosci blonowych biatek nie ma motywu PPXY, a w przypadku niektorych (np. Fur4,
Gapl) obserwowano zalezng od Rsp5 ubikwitynacje i internalizacje mimo braku w sekwencji tych
biatek motywu PPXY (Leon i Haguenauer-Tsapis, 2009). Wykazano, ze ligaza Rsp5 moze by¢
naprowadzana na blonowe substraty przez tzw. bialka adaptorowe. Dotychczas zidentyfikowano
kilkanascie biatek mogacych petié funkcje adaptorow ligazy Rsp5 u drozdzy S. cerevisiae. Wigkszos¢
z nich nalezy do rodziny a-arestyn, okresla si¢ je jako adaptory ART (Arrestin-Related Trafficking
adaptors). Wszystkie biatka ART zawieraja motyw PPXY, ktory pozwala im taczy¢ si¢ z Rsp5, nie
wiadomo jednak w jaki sposob biatka te tgcza sie z substratami w btonie (Piper i wsp., 2014; Lin i wsp.,
2008; Nikko i wsp., 2009). Niedawne badania wykazaty, ze w przypadku badanych transporterow
aminokwasoéw do interakcji moze dochodzié¢ poprzez krotki fragment eksponowanego do cytoplazmy
regionu biatka btonowego. Zaobserwowano, ze sygnatem do internalizacji tych bialek jest nadmiar
dostepnego w $rodowisku substratu, co powoduje prawdopodobnie zmiane¢ konformacji biatka, ktora
umozliwia ekspozycje regionu rozpoznawanego przez kompleks arestyna-Rsp5 i w konsekwencji
ubikwitynacj¢ 1 degradacj¢ (Gournas i wsp., 2017.; Fujita i wsp., 2018; Keener i Babst., 2013).
Zaproponowano rowniez, ze endocytoza transporterow btonowych zalezy od regulacji aktywnosci a-

arestyn np. poprzez fosforylacje (Becuwe i wsp., 2012; Merhi i wsp., 2012).

14



dr Donata Wawrzycka Autoreferat Zatgcznik nr 2

Wyniki przedstawione w pracy stanowigcej kolejne osiggniecie naukowe (Wawrzycka D.,
Sadlak J., Maciaszczyk-Dziubinska E., Wysocki R., (2019) Rsp5-dependent endocytosis and
degradation of the arsenite transporter Acr3 requires its N-terminal acidic tail as an endocytic sorting
signal and arrestin-related ubiquitin-ligase adaptors. Biochim Biophys Acta — Biomem. 1861(5): 916-
925; zalacznik 5.5) po raz pierwszy ukazuja badania nad proteostaza Acr3, prowadzace do
ustalenia regulacji procesu degradacji i czasu poltrwania bialka.

Indukowane obecnoscig As(IIT) biatko Acr3-GFP lokalizuje si¢ w blonie plazmatycznej
komorek z fazy logarytmicznej, jednak podczas przedtuzajacej si¢ indukcji, zaobserwowano pojawianie
si¢ sygnatu zielonej fluorescencji rowniez w wakuoli. Nasze badania pozwolily na okreslenie, ze
bialko Acr3 ulega degradacji na drodze internalizacji, endocytozy, sortowania do cialek
wielopecherzykowych oraz proteolizy w wakuoli. Wykazano, ze antyporter Acr3 jest bialkiem o
$rednim okresie péltrwania, ktéry oszacowano na ~90 min. Zaobserwowano roéwniez, ze obecnos¢
substratu (As(111)) nie wplywa na poziom internalizacji i degradacji biatka Acr3. Nieaktywny
katalitycznie mutant Acr35*%*A wykazywatl taki sam wzor degradacji jak obserwowany dla dzikiej formy
Acr3. Zaobserwowano roéwniez, ze degradacja prawidlowo faldowanego bialka Acr3-GFP nie
zalezy od funkcjonowania proteasomu. Wyniki te wskazuja, ze biatko Acr3 ulega internalizacji,
endocytozie i degradacji poprzez sortowanie do wakuoli, a degradacja jest ciagta, niezalezna od
obecnosci substratu i aktywnosci biatka Acr3. Jest to w zgodzie z wcze$niejszymi naszymi
obserwacjami wskazujacymi, ze ilo$¢ biatka Acr3 zalezy od aktywnosci transkrypcyjnej (Maciaszczyk-
Dziubinska i wsp., 2010). Zablokowanie procesu endocytozy komoérkowej spowodowato catkowite
zablokowanie biatka Acr3 w blonie, wstrzymanie internalizacji i w konsekwencji brak sygnalu w
wakuoli, wykazano roéwniez wysoka stabilno§¢ biatka Acr3-GFP. Wskazuje to na konieczno$é
internalizacji bialka Acr3 w blonie, poprzedzajace endocytoze i degradacje w wakuoli.

W pracy wykazano bezposrednig zalezno$é¢ internalizacji i endocytozy bialka Acr3 od
obecnosci ligazy ubikwityny Rsp5. Zaburzenia funkcjonowania biatka Rsp5 powodowaty stabilizacje
biatka i zatrzymanie sygnatu Acr3-GFP w blonie komorkowej, co potwierdzono obserwujac drastycznie
zwigkszony poziom biatka Acr3 we frakcji biatek btony komoérkowe;j, jak rowniez znacznie wydtuzany
(do~ 6h) czas potrozpadu biatka. Wykazano, Ze biatko Acr3 ulega Rsp5-zaleznej poliubikwitynaciji,
a poliubikwitynowane formy Acr3 wynikaja glownie z tworzenia lancuchéw poprzez Lys63
czasteczki ubikwityny, co jest charakterystyczng cechg ligazy ubikwityny Rsp5. Poliubikwitynacja
biatek btonowych przez UbK63 jest niezbedna do prawidlowej ich degradacji i sortowania z ciatek
wielopecherzykowych do wakuoli. Zaobserwowano akumulacj¢ Acr3-GFP w blonie wakuoli w
przypadku komérek z prawidtowo funkcjonujaca ligaza RSPS lecz niezdolnych do tworzenia tancuchéw
poli-UbK63 (UbK63R). W komdrkach tych wykazano zwigkszong stabilnos¢ biatka Acr3-GFP, ale bez
zmian jego retencji w blonie komorkowej. Co wigcej, zaobserwowano zmniejszony poziom puli
ubikwitynowanych form Acr3, przy caltkowitym braku form poliubikwitynowanych przez tworzenie

tancuchow UbK63. Stwierdzono, ze zablokowanie bialka Acr3-GFP w blonie wakuoli spowodowane
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jest brakiem jego modyfikacji przez poli-UbK63. Zaprezentowane w pracy wyniki wskazujg, ze juz
monoubikwitynacja jest wystarczajaca do internalizacji bialka Acr3-GFP, natomiast
poliubikwitynacja poprzez tworzenie tancuchow poli-UbK63 jest niezbedna do prawidlowego
sortowania bialka Acr3 z cialek wielopecherzykowych do wakuoli. W niniejszej pracy po raz
pierwszy wykazano, zZe Acr3 podlega Rsp5-zaleznej poliubikwitynacji poprzez lancuchy UbKG63,
co warunkuje prawidlowa internalizacje¢ i degradacje transportera w wakuoli.

Bazujac na ustalonej eksperymentalnie 10-transbtonowej sekwencji Acr3 (Wawrzycka i wsp.,
2017) wyznaczono 11 reszt lizynowych, znajdujacych si¢ w cytoplazmatycznych petlach biatka Acr3,
mogacych potencjalnie ulega¢ modyfikacji poprzez ubikwitynacje (K6, K14, K28, K91, K99, K108,
K239, K244, K325, K331, K395). Zgodnie z analizg sekwencji aminokwasowej biatka Acr3 przy uzyciu
odpowiednich programéw bioinformatycznych (np. UbiPred) najwieksze prawdopodobienstwo
modyfikacji poprzez ubikwitynacje wystepuje W pozycji K6 i/lub K14 i/lub K325, dlatego te reszty
lizynowe poddano badaniu jako pierwsze. Metoda mutagenezy ukierunkowanej skonstruowano
odpowiednio mutanty, w ktérych zamieniono w/w lizyny (K) na argininy (R). Zaobserwowano, ze
pojedyncze substytucje Acr3¥®R lub Acr3X*R lub Acr3¥®#R nie wplywaja na funkcje czy lokalizacje
transportera, natomiast jednoczesne wprowadzenie podwdéjnych substytucji Acr3¥RK4R Jyp

Acr3KU1RISZER ghowodowalo znaczace opéznienie internalizacji i endocytozy bialtka Acr3, podczas

gdy potrojny mutant Acr3KeKI4RKIZR

ulegal stabilizacji w blonie komérkowej. Analizujac poziom
biatka Acr3 w komorkach mutantéw okreslono, ze juz podwojna zamiana reszt lizyna na reszty argininy
powoduje opdzniong degradacje biatka Acr3, a w przypadku formy Acr3K6RKI4RK32R za0hserwowano
utrzymujacy si¢ wysoki poziom biatka, co wskazuje na znaczng stabilizacje tych form biatka. Badania
poziomu ubikwitynacji zmutowanych form biatka Acr3 wykazaly, ze stabilizacja i zaburzona
internalizacja formy Acr3X6RKI4RK3ZER wypjka z zablokowania mozliwosci ubikwitynacji biatka. O
ile w przypadku pojedynczych substytucji Lys na Arg poziom ubikwitynacji biatka Acr3 byt podobny
do poziomu ubikwitynacji dzikiej formy Acr3, to juz podwdjne podstawienia K6R,K14R i K14R,K325R
powodowaly obnizenie wykrywanej iloSci modyfikowanych przez ubikwitynacj¢ form biatka Acr3.
Natomiast w przypadku wersji Acr3KeRKIRKSZR ypikwitynowanych form nie wykrywano w ogole. By
wykluczy¢ ewentualng rolg¢ innych reszt lizynowych w zaleznej od ubikwitynacji internalizacji i
degradacji biatka Acr3 skonstruowano réwniez forme¢ Acr3-11KR, gdzie na argining zmieniono
wszystkie 11 cytoplazmatycznie zorientowane reszty lizynowe. Wersja Acr3-11KR, podobnie jak
ACrKORKIRKIZER ylegala stabilizacji w blonie komérkowej, wykazywala zaburzong internalizacje,
nie ulegala degradacji, nie zaobserwowano form modyfikowanych poprzez ubikwitynacje. Co
wigcej, przywrocenie dzikiej wersji trzech reszt lizynowych K6, K14, K325 w mutancie Acr3-11KR,
zaowocowato przywroceniem prawidtowej internalizacji, wakuolarnej degradacji i ubikwitynacji biatka
na poziomie obserwowanym dla dzikiej formy biatka Acr3. Zarowno pojedyncze jak i wielokrotne

podstawienia Lys na Arg nie wplynely na funkcje bialka Acr3 i nie zaobserwowano réznic w

poziomie opornosci na As(III). Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze prawidlowa
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internalizacja i wakuolarna degradacja bialka Acr3 wymaga jednoczesnej poliubikwitynacji co
najmniej trzech reszt lizynowych: Ké i K14, ktore zlokalizowane sa w N-koncowym ogonku biatka
Acr3 i reszty K325 zlokalizowanej w petli cytoplazmatycznej TM8-TMO.

Ligaza ubikwityny Rsp5 rozpoznaje substraty, ktore w swojej sekwencji posiadaja motyw
PPXY (Kasanow i wsp., 2001; Shcherbik i wsp., 2004). Analiza sekwencji aminokwasowej biatka Acr3
wykazata obecno$¢ potencjalnego motywu KPYY, zlokalizowanego w pozycji 336-339, w obrgbie C-
koncowego ogonka. Jednak w przypadku formy podwdjnego mutanta Acr3PBTAYIFA  nje
zaobserwowano zaburzen internalizacji czy zmian w poziomie degradacji biatka. Wskazuje to na
konieczno$¢ udzialu adaptorow w nakierowaniu ligazy Rsp5 na biatko Acr3. W przypadku drozdzy
S. cerevisiae wykazano dotychczas 14 potencjalnych biatek z grupy a-arestyn (ART), funkcjonujacych
jako potencjalne adaptory dla ligazy ubikwityny Rsp5 (Lin i wsp., 2008; Nikko, i wsp., 2009; Piper i
wsp., 2014). Ekspresjonowano Acr3-GFP w komorkach szczepow z usunigtymi poszczegdlnymi
genami ART. Zaobserwowano, ze delecja takich genow jak ART1, ART2, ART5, ART6, ART7 i ART9
nie wptywaja na endocytoze, degradacje i poziom biatka Acr3. Natomiast brak Art3 (Aly2) i Art4
(Rod1) powodowaly przedtuzone przetrzymywanie biatka w blonie komoérkowej z jednoczesnym
opéznieniem tempa wakuolarnej degradacji bialtka Acr3-GFP. Wskazuje to na potencjalng role Art3
i Art4 w procesie naprowadzania ligazy Rsp5 na biatko Acr3.
Dotychczas bardzo niewiele wiadomo o mechanizmie interakcji kompleksu a-arestyna-Rsp5 z
substratami. W przypadku zlokalizowanych w btonie permeaz Mupl, Canl i Jenl wskazano, ze w
interakcji z a-arestynami potencjalng role mogg odgrywaé krotkie, ujemnie natadowane (kwasne),
zmienne regiony z N- lub C-koncowej czesci tych biatek, zlokalizowane blisko reszt lizynowych
ulegajacych ubikwitynacji (Guiney i wsp., 2016; Gournas i wsp., 2017; Fujita i wsp., 2018). Analiza
sekwencji wykazata, ze N-koncowy ogon transportera Acr3 zawiera kwasne aminokwasy w regionie
poprzedzajacym reszty K6 i K14, ktore ulegaja ubikwitynacji (patrz wyzej). Sukcesywne skracanie N-
koncowego ogonka Acr3, pozwolito na okres$lenie, ze wersja biatka Acr3-A5, pozbawiona krétkiego
N-poczatkowego regionu (1-MSEDQ-5) ulega znacznej stabilizacji w blonie komérkowej, co
wskazuje, ze fragment ten jest potrzebny do internalizacji i endocytozy bialka Acr3.
Systematyczna analiza poszczegdlnych reszt aminokwasowych z tego regionu pozwolita na okreslenie,
ze glowna role w regulacji stabilnosci biatka Acr3 odgrywaja reszty Glu3 i Asp4. Zaobserwowano,
ze mutacja E3A powodowata tylko czesciowa retencj¢, natomiast przy zmianie D4A biatko ulegato
stabilizacji w btonie komodrkowej i nie podlegato endocytozie. Czas degradacji biatka Acr3 byt
odpowiednio wydtuzony dla obu tych mutantéw. Pomiary poziomu ubikwitynacji wykazaty
zmniejszony, w stosunku do dzikiego biatka Acr3, poziom modyfikacji w przypadku mutanta Acr35%A,
Ubikwitynowanych form bialka praktycznie nie wykrywano w przypadku mutantow Acr3P* i
Acr3-A5. Wskazuje to na udzial N-koncowego ogona bialka Acr3 w regulacji interakcji z
kompleksem adapor-Rsp5 i ubikwitynacji reszt K6 i K14. ZaproponowaliSmy, Ze podstawa tej

interakcji jest najprawdopodobniej oddzialywanie elektrostatyczne pomiedzy kwasnymi
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aminokwasami bialka Acr3 i pozytywnie naladowanymi resztami w bialku o-arestyny. Taki
mechanizm zaproponowano niedawno w przypadku blonowej permeazy Mupl, gdzie zaburzenie
interakcji Mupl-Artl spowodowane mutacja kwasnych aminokwasow z Mupl supresorowane byto
poprzez zmiang tadunku w obrgbie pozytywnie natadowanych aminokwaséw z C-konca biatka Artl
(Guinley i wsp., 2016). W pracy po raz pierwszy pokazano badania dotyczace regulacji degradacji
biatka blonowego typu efflux. Wyniki pozwalaja przypuszcza¢, ze mechanizm interakcji biatka
blonowego z kompleksem arestyna — Rsp5 moze by¢ wspolny dla permeaz i bialek blonowych
odpowiedzialnych za detoksykacje (typu efflux), co rzuca nowe $wiatto na badania proteostazy
transportero6w warunkujacych opornos¢ na cytostatyki.

Uzyskane wyniki byly efektem realizacji jednego z zadan badawczych projektu NCN
2015/19/B/INZ1/00327, zostaty rowniez zaprezentowane na dwoch miedzynarodowych konferencjach
w postaci plakatu na The Final COST Action BM1307 Meeting Proteostatic Mechanisms in Health and

Disease w Grecji i na Congress Bio2018 w Polsce.

Reasumujac, uwazam, ze do moich najwazniejszych, oryginalnych osiagni¢¢ badawczych

przedstawionego cyklu stanowiacego osiggni¢cie naukowe naleza:

1. Charakterystyka genu YHLO35c/VMR1; wykazanie roli Vmrl w wielolekowej opornosci
komorek; charakterystyka regulacji transkrypcji, lokalizacji, funkcji transportowej i
substratow blonowego transportera Vmrl, nalezacego do rodziny ABC transporterow;
rejestracja nazwy genu.

2. Okreslenie, ze Vmrl odpowiada za transport koniugatow glutationu z cytoplazmy do
wakuoli, preferencyjnie w obecnos$ci niefermentowalnych zrédet wegla.

3. Woykazanie roli genu RTALl w opornosci komoérek na fitosfingozyny; okreslenie czasu
pottrwania Rtal, wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka Rtal

4. Podsumowanie obecnego stanu wiedzy na temat mechanizméw opornosci komorek
eukariotycznych na arsen i antymon, wskazanie nowych nurtow badan.

5. Wykazanie obecnosci dziesieciu regionow transblonowych w  topologii antyportera
As(IIT)/H* Acr3 u S. cerevisiae; wyznaczenie regionow cytoplazmatycznych; analiza roli
petli  cytoplazmatycznej TMS8-TM9; zaproponowanie modelu 3D biatka Acr3 z
wyznaczeniem potencjalnych miejsc wigzania substratu i protonow, wskazanie na kluczowa
role nieciagtych domen TM4 i TM9 w aktywnosci transportowej Acr3.

6. Wykazanie, ze biatko Acr3 w sposob konstytutywny, niezalezny od aktywnosci i obecnosci
substratu ulega degradacji na drodze endocytozy i proteolizy w wakuoli; okreslenie RSp5-
zaleznej poliubikwitynacji poprzez tancuszki poli-UbK63 biatka Acr3, ktora jest niezbedna

do prawidlowej internalizacji, endocytozy i wakuolarnej degradacji biatka Acr3
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7. ldentyfikacja reszt lizynowych (K6; K14; K325) w biatku Acr3 podlegajacych poli-
ubikwitynacji i warunkujacych internalizacje¢ transportera Acr3.

8. Woyznaczenie i charakterystyka zlokalizowanego na N-koncu biatka Acr3 regionu
niezbednego dla prawidowe;j internalizacji i degradacji Acr3 i odpowiedzialnego za interakcje
Z a-arestynami;

9. okreslenie zaleznosci ubikwitynacji i degradacji biatka Acr3 od interakcji z Art3 1 Art4.

Oporno$¢ wielolekowa komorek na stosowane leki, pestycydy czy herbicydy stanowi narastajacy

problem w walce z mikroorganizmami, ale réwniez w terapiach antynowotworowych. WyniKi
przedstawionych jako osiagnigcie prac pozwalaja na poszerzenie wiedzy o roli trzech biatek blonowych
w mechanizmach opornosci komoérek eukariotycznych na ksenobiotyki. Wykorzystanie modelowego
organizmu jakim sg jednokomorkowe drozdze piekarnicze S. cerevisie pozwala na uzycie wielu metod,
ktérych zastosowanie jest ograniczone w przypadku badan prowadzonych na komorkach ludzkich.
Wysoki stopien homologii gendw i podobienstwo funkcjonowania komorek drozdzowych i ludzkich
pozwala na bezposrednie przetozenie informacji uzyskanych na drozdzach na przypisanie funkcji
okreslonym genom ludzkim.
Przedstawione wyniki pracy dotyczace charakterystyki genu VMR1 stanowily pierwsze doniesienia
naukowe o roli tego genu w wielolekowej oporno$ci komoérek i1 uzupetniajg wiedze o biatkach z grupy
transporterow ABC. Uzyskane wyniki wskazaly, ze pomimo duzego podobienstwa pomiedzy biatkami
transporterow ABC podlegajg one innej regulacji i transportujg inne zestawy substratow. Wykazanie,
ze blokowanie transporterow wakuolarnych moze Wptywaé na zwigkszenie aktywnosci detoksykacyjnej
transporterow z blony komorkowej, pozwala na lepsze zrozumienie zaleznoSci w siatce genow
wielolekowej opornosci. Vmrl, podobnie jak nalezgce do tej samej grupy Ycfl i Bptl, transportuje
substraty w postaci koniugatow glutationu, co moze wskazywac, ze jest to cecha wspoélna dla wszystkich
transporteréow z klasy MRP/CFTR. Wszystkie informacje uzyskane dla drozdzowego biatka Vmr1 moga
nas przyblizy¢ do zrozumienia funkcji i aktywnosci jego ludzkich homologéw. Informacje te moga by¢
wykorzystane w poszukiwaniu inhibitorow blokujacych dziatanie ABC transporteréw w przypadku
probleméw np. z opornos$cia komoérek na terapie, z drugiej strony nadekspresja wakuolarnych
transporterow ABC (np. Vmrl) moze by¢ wykorzystana do fitoremediacji metali cigzkich.

Wyniki badan dotyczace charakterystyki biatka Rtal dostarczyly informacji 0 roli tego biatka
btonowego w opornosci na aminosterole i sfingolipidy. Interakcja RTA1 z genami wielolekowej
opornosci i warunkowanie opornos$ci na inhibitor syntezy ergosterolu, wskazuje na powiazanie fenotypu
opornosci wielolekowej z regulacja sktadu btony. W pracy wskazano na rol¢ Rtal jako receptora niz
transportera, co moze ulatwi¢ charakterystyke pozostatych biatek z rodziny RTAl-podobnych biatek.

Badania nad antyporterem Acr3 odpowiedzialnym za detoksykacje As(IIT) uzupetniajg dostepne
dotychczas informacje o budowie i mechanizmie dziatania tego biatka. Eksperymentalne wyznaczenie

10-transblonowe;j struktury biatka Acr3 pozwali na topologiczne badania poréwnawcze biatek z rodziny
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Acr3. OkreSlenie orientacji poszczegélnych petli taczgcych regiony transblonowe pozwala na
wyznaczanie waznych dla funkcji biatka Acr3 reszt aminokwasowych. Ponadto pozwolito to na
okreslenie przypuszczalnej struktury 3D, co przybliza nas do identyfikacji centrum aktywnego i miejsca
wigzania substratu. Wyznaczenie $ciezki degradacji biatka Acr3, okreslenie warunkow zaleznej od
ubikwitynacji internalizacji tego blonowego biatka dostarcza nowe informacje o regulacji proteostazy i
degradacji blonowych biatek typu efflux. Co wigcej, na przyktadzie antyportera Acr3 wykazano, ze
biatka te, podobnie jak permeazy, sa rozpoznawane przez sie¢ adaptorow. Informacja ta nie tylko
przybliza nas do zrozumienia dzialania Acr3, ale roOwniez wyznaczajac nowg rol¢ adaptoréw z rodziny
a-arestyn w regulacji biatek typu efflux pozwoli to na badanie roli arestyn i tej $ciezki proteostazy w

opornosci komoérek na cytostatyki.

Laczny Impact Factor publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia wedtug bazy JCR wynosi 15,8; IF
z roku wydania pracy wynosi 14,27, natomiast 5-letni IF wynosi 17,20. Suma punktéw wedtug
kryteriow MNiSW - 160. Prace te byly cytowane wedlug Web of Science 69 razy (stan z dnia
05.04.2019r.)

5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ badawczych

Moje osiagnigcia naukowe zwigzane sg gtownie z okresem po obronie doktoratu, jednakze sa
one w duzej mierze wynikiem zainteresowan, ktore rozwinety si¢ jeszcze w trakcie wykonywania pracy
doktorskiej. W trakcie studiow doktoranckich realizowanych pod kierunkiem prof. Stanistawa
Utaszewskiego w ramach Studium Doktoranckiego Biologii Molekularnej na Wydziale Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Wroctawskiego zajmowatam si¢ charakterystyka genow potencjalnie
nalezacych do rodziny ABC transporteréw. Badania w duzej mierze prowadzilam w laboratorium
prowadzonym przez prof. Andre Goffeau (Depatment de Biochimie Physiologique, Universite
Catholique de Louvain, Belgia), ktory byl wiodagcym w tym czasie o$rodkiem badan nad funkcjg ABC
transporterOw na przyktadzie drozdzy S. cerevisiae. W czasie kilkukrotnych pobytow w w/w
laboratorium (w sumie 14 miesi¢cy) poznatam wiele technik biologii molekularnej, a w szczego6lnosci
manipulacji genetycznych. W ramach pracy doktorskiej dokonatam wstgpnej analizy wrazliwosci wielu
mutantow delecyjnych réznych genow ABC transporterow na ponad 100 réznych funkcjonalnie i
strukturalnie inhibitorow. Ogrom informacji dotyczacy coraz to nowych przyktadow izolacji opornych
szczepow mikroorganizmow czy problemow z terapig antynowotworowa zdecydowaly, ze zaczelam
coraz bardziej zglgbia¢ ten temat. Po doktoracie, juz jako adiunkt w Zaktadzie Genetyki Instytutu
Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego zajetam si¢ szczegétowa charakterystyka
jednego z nieopisanych dotychczas drozdzowych genéw ABC transporteréw- genem YHL035¢/VMRL.

Nawigzana wczesniej wspotpraca z prof. Goffeau zaowocowala mozliwosciag wykorzystania jego
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doswiadczen w badaniach ABC transporteréw. Wynikiem wspotpracy byta publikacja (Wawrzycka i
wsp, 2010) stanowigca jedno z osiagnie¢ naukowych przedstawionych w niniejszym wniosku. Czgs¢
przedstawionych w w/w pracy powstato w trakcie stazu podoktorskiego w 2008 r, ktory odbywatam w
laboratorium prof. Michela Ghislain (Depatment de Biochimie Physiologique, Universite Catholique de
Louvain, Belgia). Moje doswiadczenie zwigzane z praca nad ABC transporterami zaowocowato rowniez
wspotpracg z prof. Robertem Wysockim. Wynikiem tej wspotpracy byta praca (Wysocki R, Chéry CC,
Wawrzycka D, Van Hulle M, Cornelis R, Thevelein JM, Tamas M1J. (2001) The glycerol channel Fps1p
mediates the uptake of arsenite and antimonite in Saccharomyces cerevisiae. Mol Microbiol.
40(6):1391-401) dotyczaca opisania roli akwagliceroporyny Fpsl we wrazliwosci komorek drozdzy na
zwiazki arsenu i antymonu. Jednym z gléwnych elementéw opornosci komorek drozdzowych na arsen
jest aktywnos¢ detoksykacyjna zlokalizowanego w btonie wakuolarnej transportera ABC-biatka Ycfl.
Biatko to odpowiada za usuwanie koniugatow As(II[)-GS z cytoplazmy do wakuoli. M¢j wkiad w
badania polegal na utworzeniu szczepéw drozdzowych z usunigtym genem YCF1 i weryfikacji ich
wrazliwo$ci na arsen. Takie szczepy wykazywaty zwigkszong wrazliwos$¢ na arsen w zwigzku z czym
nadawaly si¢ do badania poziomu wprowadzania zwigzkow arsenu do komorki poprzez
akwagliceroporyne Fps1l. Wynikiem cigglego mojego zainteresowania biatkami ABC transporteréw i
generowang przez transportery typu efflux opornoscig byty rowniez prace przegladowe (Wawrzycka
D., The ABC transporters of Saccharomyces cerevisiae. Postepy Biochem. 2011;57(3):324-32 i Jarmuta
A, Obtak E, Wawrzycka D, Gutowicz J.,Efflux-mediated antimicrobial multidrug resistance. Postepy
Hig Med Dosw 2011;65:216-27. Bratam réwniez udziat w pracach nad charakterystykg mutantow
opornych na czwartorzedowe sole amoniowe, ktorej wyniki przedstawiono w pracy: Oblak E, Piecuch
A, Maciaszczyk-Dziubinska E, Wawrzycka D.(2016) Quaternary ammonium salt N-
(dodecyloxycarboxymethyl)-N,N,N-trimethyl ~ ammonium  chloride induced alterations in
Saccharomyces cerevisiae physiology. J Biosci. 41(4):601-614.

Moja wspotpraca z prof. Wysockim byta kontynuowana i znaczaco si¢ rozwineta od momentu,
gdy zostatam zatrudniona jako adiunkt w kierowanym przez niego Zakladzie Genetyki i Fizjologii
Komorki Uniwersytetu Wroctawskiego. Od tego momentu statam si¢ cztonkiem zespolu pracujacego
nad charakterystyka mechanizméw opornosci komorek na zwigzki arsenu i antymonu. Glownym
podmiotem badan prowadzonych najpierw przez zespot prof. Stanistawa Ulaszewskiego a pdzniej przez
zespot prof. Wysockiego, byt gen ACR3. Poczatkowo wykazano, ze delecja genu ACR3 powoduje
drastyczne uwrazliwienie komorek na zwigzki arsenu. W ramach réznych projektéw, bedac jednym z
glownych wykonawcow grantow bratam udzial w dalszych badaniach dotyczacych charakterystyki
biatka Acr3, ktorych wyniki byty opublikowane w kilku pracach. W pracy 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. Biochim Biophys Acta. 1798(11):2170-5 wskazalismy,
ze ekspresja genu ACR3 indukowana jest zardéwno obecnoscia arsenu jak i antymonu. Wykazalismy

rowniez, ze biatko Acr3 lokalizuje si¢ wylacznie w blonie komdrkowej, a jego produkcja jest Scisle
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zwigzana z obecnoscig As(III), As(V) lub Sb(Ill) w $rodowisku. Ponadto pomiary aktywnosci
transportowej wykazaly, ze zard6wno As(IIl) jak i Sb(III) jest przez biatko Acr3 wyrzucane z cytoplazmy
na zewnagtrz komorki. Badania byly prowadzone w ramach projektu badawczego
MNiISWN301/05931/1785, a wyniki zostaly zaprezentowane rowniez w na 25th International
Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology w Olsztynie.
Kolejna praca w ktérej powstaniu bralam udzial to Maciaszczyk-Dziubinska E, Migocka M,
Wawrzycka D, Markowska K, Wysocki R. (2014) Multiple cysteine residues are necessary for sorting
and transport activity of the arsenite permease Acr3p from Saccharomyces cerevisiae. Biochim Biophys
Acta. 1838(3):747-55. W pracy tej przedstawilismy wyniki dotyczace analizy roli poszczegoélnych reszt
cysteinowych w funkcji antyportowej Acr3. Systematyczna mutageneza a nastgpnie charakterystyka
fenotypowa i funkcjonalna poszczegdlnych mutantow wykazata, ze lezaca w srodku czwartego regionu
transmbtonowego (TM4) reszta cysteinowa C151 jest niezbedna do translokacji As(III) i Sb(III) i moze
by¢ potencjalnym miejscem wigzania arsenu przez Acr3. Mutacja C151V powoduje catkowita utrate
funkcji transportera przy jednoczesnym zachowaniu prawidtowej lokalizacji w btonie komérkowe;j i nie
prowadzi rowniez do zmian ilo$ci biatka. Wykazano roéwniez istotna role reszty C90, ktorej zmiana na
alaning powodowata zaburzenia fatdowania biatka Acr3 i jego retencj¢ w ER. Badania byty prowadzone
w ramach projektu NCN 2012/07/B/NZ1/02804 i zostaly rowniez zaprezentowane na dwoch
konferencjach: na konferencji 22ndIUBMB and 37" FEBS Congress — From Single Molecules to
Systems Biology, Sevilla w Hiszpanii oraz na konferencji 26nd International Conference on Yeast
Genetics and Molecular Biology, Frankfurt/Main w Niemczech.

Kolejna praca dotyczaca charakterystyki Acr3, w ktorej powstaniu bratam udziat to 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. Mol
Microbiol. 98(1):162-74. Praca ta byta kontynuacjg analizy mutacyjnej w kierunku identyfikacji innych
niz C151 reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za aktywno$¢ transportowa Acr3 lub za specyfike
substratowg. Przy czym tym razem wybierano konserwatywne, hydrofilowe reaktywne aminokwasy
jako potencjalne miejsce oddziatywania z metaloidem lub protonem. Analiza funkcjonalna
zmutowanych wersji Acr3 pokazata, ze reszty aminokwasowe Asnll17, Trp130, Argl50, Trpl58,
Asnl76, Arg230, Tyr290, Phe345, Asn351 sg niezbedne do prawidlowego sktadania i sortowania Acr3
z ER do btony komoérkowej. Wykazano réwniez, ze mutacje konserwatywnych reszt aminokwasowych:
Phe266 (TM7), Phe352 (TM9), Ser349 (TM9), Glu353 (TM9), Glu380 (TM10) powodowaly znaczne
obnizenie lub catkowity brak aktywnosci transportowej antyportera Acr3, co wskazuje na ich istotng dla
transportu As(I11)/H* rolg. Badania byly prowadzone w ramach projektu NCN 2012/07/B/NZ1/02804 i
zostaty zaprezentowane na dwéch miedzynarodowych konferencjach: na 27" International Conference
on Yeast Genetics and Molecular Biology (ICYGMB), Levico Terme, Trentino we Wtoszech i na
konferencji Antimony 2015: 3rd International Workshop on Antimony in the Environment, Leipzig w

Niemczech.
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Wynikiem mojej wspotpracy z prof. Andrzejem Dzugajem i prof. Dariuszem Rakusem z
Zaktadu Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Wroctawskiego byta publikacja 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 Letters579(25):5577-5581 przedstawione w
niej badania dotyczyly roznic we wrazliwo$ci ludzkiej migéniowej i watrobowej izoformy fruktozo 1,6-
bisfosfatazy (FBPazy), kluczowego enzymu gliko-i glukoneogenezy, na AMP. M¢j udziat polegat na
przygotowaniu mutantéw i ekspresji zmutowanych form biatek w E. coli. Podstawowa r6znica mi¢dzy
migsniowa i watrobowa FBPaza jest ich inna wrazliwos¢ na AMP. Mutageneza ukierunkowana reszt
aminokwasowych w obu formach, pozwolita na okreslenie roli aminokwaséw K20, K20, T177, Q179
w silniejszym wigzana AMP przez mig¢éniowa izoform¢ FBPazy.

W ramach prowadzonych wraz z dr Gabriela Orlowska-Matuszewska badan nad
charakterystyka wybranych genow z Il chromosomu drozdzy, ktérych wyniki zostaty przedstawione w
pracy: Orlowska-Matuszewska G, Wawrzycka D. (2006) A novel phenotype of eight spores asci in
deletants of the prion-like Rnglp in Saccharomyces cerevisiae. Biochem Biophys Res Commun.
340(1):190, wyodrebniono gen RNQ1. W wyniku wewnatrzkomorkowych konformacji produkt tego
genu, biatko Rnql moze by¢ przeksztatlcone w prionowa forme¢ [RNQ-+/PIN+], ktora tworzy zlogi
amyloidowe. W naszej pracy wykazaty$my, ze delecja genu RNQ1 powoduje zaburzenia sporulacji
diploidalnych komorek drozdzy S. cerevisiae, przy zachowaniu prawidtowej zywotnosci haploidow,
procesow koniugacji, tworzenie i podziaty zygoty. Zaobserwowano, ze z duzg czestoscia tworzone przez
komorki Arngl/Arngl byty worki o zwigkszonej nieregularnej liczbie spor (od 5 do 8 spor). Obserwacje
w mikroskopie skaningowym wykazaty, ze zwigkszona liczba spor w kompleksie nie wynika z
przypadkowego sklejenia si¢ wigcej niz jednego worka. Wykazaty$my, ze wszystkie spory zawieraja
jadro komorkowe. Segregacja typu piciowego spor w poszczegdlnych workach wykazywata duza
zmienno$¢ i czgsto wskazywata na nierdownowage typu MATa i MATa (nawet 1:5). Wedlug nas efekt
ten wynika z dodatkowych podziatéw mitotycznych jedynie czesci spor w worku. Co ciekawe podobny
efekt zaburzen sporulacji zaobserwowali$my przy nadekspresji RNQL. Jest to zgodne z fenomenem
fenotypu prionowego gdzie zaréwno delecja jak i nadekspresja powoduja ten sam efekt (Aigle i
Lacroute, 1975). Oznacza to, ze zard6wno brak Rnql jak i indukowane nadekspresja formowanie
prionowych wersji biatka [RNQ+] powoduje zaburzenia procesu powstawania haploidalych spor. Moze
to wskazywac na ochronng rol¢ Rnql w procesach podziatu mejotycznego komorki. Jednoczes$nie
zwigkszenie liczebno$ci spor moze thumaczy¢ zwigkszona, w stosunku do innych prionow, czgstosc
wystepowania [RNQ+] w populacji. Rnql moze wpltywaé na zachowanie homeostazy biatkowej i
adaptacje komorek do zmian Srodowiska poprzez mobilizowanie innych biatek prionowych do
tworzenia zlogéw amyloidowych. Badania na drozdzach wskazuja, zZe ro6znorodnos¢ form
konformacyjnych prionéw wptywa na szybkie dostosowanie si¢ do zmian srodowiskowych.

Drozdze S. cerevisiae uzywane sg jako modelowy oOrganizm réwniez w heterologicznej

ekspresji gendéw ludzkich. Z sukcesem sg wykorzystywane do badania przyczyn i mechanizmu
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tworzenia ztogéw amyloidowych, charakterystycznych dla chorob neurodegeneracyjnych. Zagadnienia
wykorzystania drozdzy w badaniach nad chorobami neurodegeneracyjnymi bardzo mnie zainteresowaty
w trakcie badan nad prionowym biatkiem. Przygotowatam prace przegladowa przedstawiajaca
dotychczasowe wyniki dotyczace badan nad mechanizmem chordb neurodegeneracyjnych z
wykorzystaniem drozdzy: Wawrzycka D. (2011) Yeast as a model for studying neurodegeneration.
Postepy Hig Med Dosw. 65:328-37. W tym okresie nawigzatam réwniez wspolprace z dr Sandra
Tenreiro i prof. Tiago Outeiro z New University of Lisbon, NOVA Chronic Diseases Research Centre
(CEDOC) w Portugalii. Grupa ta od kilku lat pracowata nad wyjasnieniem roli alfa-synukleiny (a-Syn)
w generowaniu zmian neurodegeneracyjnych w chorobie Parkinsona. Badania prowadzone byly
rowniez na modelu drozdzowym. a-Syn jest gléwnym komponentem wewnatrzkomorkowych
patologicznych agregatow/ztogéw biatkowych zwanych ciatkami Lewy’ego, charakterystycznych dla
synukleinopatii np. choroby Parkinsona. Fizjologiczna rola a-Syn nie jest okreslona. W ramach
wspolnych badan wykazaliSmy, ze a-Syn ulega fosforylacji na S129, przy czym wykryto, ze poziom
fosforylacji zwigksza si¢ dla form o-Syn ulozonych w zlogach. Nasze badania wskazaly, ze
zablokowanie fosforylacji poprzez wprowadzenie mutacji SI129A powodowato zwickszenie
intensywnosci, roznorodnos$ci i wielkosci ztogow tworzonych przez formy S129A w stosunku do tych
tworzonych przez natywne biatko a-Syn. Ponadto fosforylacja bezposrednio wplywa na proteostaze a-
Syn. Wykazali$my, ze mutowane formy o-Syn S129A ulegaja stabilizacji, proces ich usuwaniu i
autofagii jest znacznie zredukowany. Wskazuje to na kluczowa role poziomu fosforylacji biatka o-Syn
w generowaniu synukleopatii. Poziom fosforylacji reszty serynowej S129 wplywa zarowno na
zabezpieczeniu przed agregacja o-Syn jak i W pozniejszym oczyszczaniu komorki ze ztogéw w procesie
autofagii. Wyniki naszych doswiadczen zostaly przedstawione w pracy Tenreiro S, Reimdo-Pinto MM,
Antas P, Rino J, Wawrzycka D, Macedo D, Rosado-Ramos R, Amen T, Waiss M, Magalhaes F, Gomes
A, Santos CN, Kaganovich D, Outeiro TF. (2014) Phosphorylation modulates clearance of alpha-
synuclein inclusions in a yeast model of Parkinson's disease. PLoS Genet. 10(5):e1004302.
doi:10.1371/journal.pgen.1004302. Wspotprace z dr Tenreiro nadal kontynuuje w ramach badan nad
proteostaza. Wynikiem tej wspotpracy bedzie realizacja przez moja magistrantke praktyki studenckiej
w ramach projektu realizowanego pod kierunkiem dr Tenreiro w Chronic Diseases Research Centre
(CEDOC) w Portugalii.

Portugalscy koledzy rekomendowali mnie rowniez do udziatu w programie COST PROTEOSTASIS.
W latach 2014-2018 bylam przedstawicielem Polski w Komitecie Zarzadzajacym (Menagement
Committee) Europejskiego Programu Wspétpracy w Dziedzinie Badan Naukowo-Technicznych
(COST) dla projektu BM1307 Proteostasis. Udziat w tym projekcie umozliwit mi bezposredni kontakt
z europejskimi naukowcami zajmujacymi si¢ zjawiskiem ubikwitynacji, degradacji, sortowania,

stabilno$ci biatek i ich patogennych konsekwencji. Otworzyt tez droge do mozliwosci skorzystania z
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dostepnych w sieci laboratoriow szczepdéw i metod, jak rowniez finansowania na szkolenia mtodych

naukowcow i udziat w konferencjach. Mam ogromng nadzieja na kontynuacj¢ zawigzanych wspolpracy.

Plany na przyszlos¢

Dotychczasowe badania nad charakterystyka transportera Acr3 kontynuujemy w ramach projektu
badawczego NCN nr 2015/19/B/NZ1/00327. Badania prowadzone sa w kierunku wyznaczenia reszt
aminokwasowych odpowiedzialnych za aktywno$¢ transportowa. Chcielibysmy okresli¢ rowniez
miejsca odpowiedzialne za specyfike substratowa biatka Acr3. Ponadto staramy si¢ zidentyfikowac

miejsca istotne w proteostazie biatka Acr3 i interakcji z biatkami adaptorow.

Sumaryczny Impact Factor dla wszystkich publikacji wnioskodawcy, zgodnie z rokiem publikacji
wynosi 54,5, + jedna spoza listy Web of Science
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