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1. Imie i nazwisko.

Szymon Rrzysztof Zietkiewicz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajgcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

2006 Doktor nauk biologicznych w zakresie biochemii

Stopien nadany przez Rade Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdansku na podstawie rozprawy pt.
»Wspoéldzialanie biatek opiekunczych spsteméw Hsp70 iHspl00”, wykonanej w
Ratedrze Biologii Molekularnej iRomérkowej Miedzyuczelnianego Wydziatu

Biotechnologii. Promotor prof. dr hab. Krzysztof Liberek.

Rozprawa zostata nagrodzona Nagroda Prezesa Rady Ministrow.

2001 Magister biotechnologii

Stopien nadany przez Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii ~ Uniwersytetu
Gdanskiego i Akademii Medycznej w Gdansku. Praca magisterska pt. ,Wplyw
acylowych pochodnych L-karnityny na fizykochemiczne wlasciwoéci dwuwarstwy
lipidowej” wykonana zostata pod opieka prof. dr hab. Wiestawy tysiak — Szydtowskiej,
w Zak}adzie Diagnostyki Laboratoryjnej i Zywienia Klinicznego Akademii Medycznej
w Gdansku. Czes¢ laboratoryjna wykonana zostala w Sezione di Biochimica, Dipar-
timento di Medicina Interna Uniwersytetu w Perugii w trakcie 10-miesigcznego pobytu
w laboratorium prof. Giuseppe Arientiego, zad czeé¢ obliczeniowa we wspdlpracy z Za-
ktadem Modelowania Molekularnego Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego (prof.
dr hab. Adam Liwo).

1]



3. Informacja o dotychczasowym zairudnieniu w jednosthach naukowych lub

artystycznych.

2007 — obecnie

Adiunkt, Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski

2006 - 2007

Aspstent, Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski

4. Oméwienie osiggnied, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pé6Zn. zm.).

Osiggniecie naukowe przedstawione przeze mnie w niniejszym wniosku stanowi
cykl powiazanych tematycznie pieciu publikacji opublikowanych w latach 2010-2021.
Cykl ten, zatytulowany ,Wlasciwodci imolekularny mechanizm dzialania

dezagregaz AAA+” sklada sie z nastepujacych prac oryginalnych:

1) Zietkiewicz, S., Slusarz, M., Slusarz, R., Liberek, K., Rodziewicz-Motowidto,
S (2010). Conformational stability of the full-atom hexameric model of

the ClpB chaperone from Escherichia coli.
Biopolymers, 93(1), 47-60. DOI:10.1002/bip.21294
(TF2y=2,572; pkt MNiSW=25)

2) Lipinska, N¥*., Zietkiewicz, S¥9., Sobczak, A.,* Jurczyk, A., Potocki, W., Mo-
rawiec, E., Wawrzycka A., Gumowski K., Slusarz M., Rodziewicz-Motowidlo
S., Chruéciel E., Liberek, K0 (2013). Disruption of Ionic Interactions be-
tween the Nucleotide Binding Domain 1 (NBD1) and Middle (M) Domain
in Hsp100 Disaggregase Unleashes Toxic Hyperactivity and Partial Inde-

pendence from Hsp70.

Journal of Biological Chemistry, 268(4), 2857-2869.
DOI:10.1074/jbc.M112.387589

(IF2=4,6; pkt MNiSW=35)
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3) Wortmann, S.0, Zietkiewicz, S.*, Rousi, M.,* Szklarczyk, R.* Haack, T. B,,
Gersting, S. W.,, Muntau AC, Rakovic A., Renkema GH., Rodenburg RJ.,
Strom TM., Meitinger T., Rubio-Gozalbo ME., Chrusciel E., Distelmaier F.,
Golzio C., Jansen JH., van Rarnebeek C., Lillquist Y., Liicke T, Ounap K,
Zordania R., Yaplito-Lee J., van Bokhoven H., Spelbrink JN., Vaz FM., Pras-
Raves M., Ploski R., Pronicka E., Klein C., Willemsen MA., de Brouwer AP.,
Prokisch H., Ratsanis N., Wevers, RA. (2015). CLPB mutations cause 3-

methylglutaconic aciduria, progressive brain atrophy, intellectual disabil-

ity, congenital neutropenia, cataracts, movement disorder.
American Journal of Human Genetics, 96(2), 245-257.
DOI:10.1016/j.ajhg.2014.12.013

(IF2,=10,794; pkt MNiSW=45)

4) Mréz D., Wyszkowski H., Szablewski T., Zawieracz K., Dutkiewicz R., Bury
K., Wortmann S. B., Wevers RA., Zietkiewicz S.0 (2020). CLPB (caseinolytic
peptidase B homolog), the first mitochondrial protein refoldase associated
with human disease.

Biochimica et Biophysica Acta-General Subjects, 2020, 1864(4), 1-3.
DOI:10.1016/j.bbagen.2020.129512
(IF%=3,422; pkt MNiSW=100)

5) Wortmann S.*¢ B., Zietkiewicz S.* Guerrero-Castillo S., Feichtinger R.
G., Wagner M., Russell Jacqui, Ellaway C., Mréz D., Wyszkowski H., Weis D.,
Hannibal I, von Stiilpnagel C., Cabrera-  Orefice A., Lichter-Ronecki U.,
Gaesser J., Windreich R., Myers KC., Lorsbach R., Dale RC., Gersting S., Pra-
da CE. Christodoulou J., Wolf N. I, Venselaar H., Magr JA., Wevers RA.:
Neutropenia and intellectual disability are hallmarks of biallelic and de
novo CLPB deficiency.

Genetics in Medicine, 2021, DOI:10.1038/s41436-021-01194-x
(IF2,=8,904; pkt MNiSW=200)

Gwiazdkq * oznaczono wspélautoréw o jednakowym ze mnqg wkiladzie
w powslanie danej pracy. W nawiasie podano wspétczynnik oddziatywania liczony
za okres 2 lat (IFzy) oraz punktacje z ministerialnego wykazu publikacji wtasciwego
dla roku wydania danej pracy (MEiN). Romb ¢ oznacza autora korespondencyjnego.
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Powyzszy cykl publikacji przedstawia wyniki otrzymane w trakcie mojej pracy
w Katedrze Biologii Molekularnej i Komérkowej (obecnie Zaktad Biochemii Bialek)
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG/GUMed. W ramach mojej pracy
doktorskiej realizowanej w tej jednostce badalem wspélprace bakteryjnego systemu
biatek opiekuniczych Hsp70 (DnaK wraz z biatkami Dnal i GrpE) z dezagregaza ClpB
w reaktywacji zagregowanych biatek przy uzyciu opracowanej przeze mnie metodyki
opartej o termicznie denaturowane GFP jako modelowy substrat (Zatacznik 4: pozycje 1,
2 zestawienia catkowitego dorobku naukowego).

Po ukoficzeniu badann wchodzacych w sklad mojej rozprawy doktorskiej
postanowilem (korzystajac z kompetencji zdobytych w zespole prof. dr hab. A. Liwo
w ramach pracowni magisterskiej) rozwina¢ dotychczasowy warsztat badawczy
z zakresu biochemii bialek o elementy analizy struktura-funkcja w odniesieniu do
znacznie stabiej zbadanego wéwczas komponentu Hspl100. Bakteryjne i drozdzowe
(a takze roslinne) dezagregazy Hsp100 naleza do rodzing ATPaz AAA+ (ang. ATPase
Associated with various Activities), szerokiej cho¢ powiazanej strukturalnie grupy
bialek. Pomimo bardzo szerokiego wachlarza pelnionych przez biatka AAA+ funkcji
(obejmujacych obok badanej przeze mnie reaktywacji agregatéw biatkowych muin.
degradacje biatek, rearanzacje komplekséw biatkowych, udzial w replikacji DNA)
cechujg sie one, précz podobienistwva sekwencji w obrebie definiujacej grupe
charakterystycznej domeny ATPazowej, réwniez podobnym mechanizmem dziatania.
Tworzac oligomeryczny (najczesciej heksameryczny) pierécien, wykorzystuja one
energie hydrolizy ATP do translokacji swojego substratu (moze by¢ nim rozwijany
taricuch polipeptydowy) przez kanal utworzony w centrum pierécienia. Bakteryjna
dezagregaza ClpB posiada zdolnoé¢ do reaktywacji biatek poddanych uprzednio
denaturacji termicznej, zaleznej od ATP oraz obecnosci maszynerii Hsp70, ktéra lezy
u podloza zjawiska indukowanej termotolerancji. Niestety jednak dane literaturowe
dotyczace struktury atomowej pelnej dlugosci biatka ClpB obejmowalty jedynie jedna
strukture krystalograficzng (PDB ID:1QVR) o rozdzielczoéci 3 A (Ryee 0.307) bialka T.
thermophilus, ktéra jednakie nie przedstawiata funkcjonalnej formy heksamerycznej
oraz pozostawiala nie rozwiazane fragmenty petli. Wobec tego zainicjowalem
wspolprace z zespotem prof. Rodziewicz-Motowidlo (Wydz. Chemii UG) majaca na celu
odtworzenie struktury badanego przeze mnie heksameru ClpB z E. coli metodami in
silico. Owocem tej wspolpracy jest pierwsza z publikacji cyklu bedacego podstawa
niniejszego wniosku, Zietkiewicz S. i wsp., Biopolymers 2010 . Celem uzyskania

struktury heksameru zaproponowalem odtworzenie ukladu heksamerycznego dla
rozwigzanej krystalograficznie struktury biatka z T. thermophilus na podstawie
opisanych w literaturze (Diemand, Lupas 2006, J. Struct. Biol.,,156: 230) charaktery-
styczngch cech strukturalnych heksamer6w innych poznanych bialek AAA+
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a nastepnie nalozenie na tak otrzymany heksamer modelu homologicznego biatka E.
coli zzadokowanymi czasteczkami ATP. Poniewaz dezagregazy ClpB posiadajg
w swojej sekwencji dwie domeny ATPazowe typowe dla rodziny AAA (domeny NBD1
i NBD2), mozliwe bylo utworzenie dwéch modeli oligomerycznych, powstalych przez
okredlenie kluczowych dla geometrii heksameru podstawnikéw sposéréd lezacych
w NBD1 lub tez lezacych w NBD2. Przeprowadzona nastepnie symulacja dynamiki
molekularnej (MD) pozwolita na weryfikacje stabilnoéci obu modeli, wskazujgc, ze
model w ktérym geometria oligomeryzacji oparta bpgla o podstawniki pierwszej
domeny ATPazowej ulegt dysocjacji, zaé model oparty o heksameryzacje poprzez NBD2
pozostal stabilny. Analiza trajektorii MD (450 ps) uzyskanej dla stabilnego modelu
wykazata pojawienie sie licznych, nieobecnych w startowej strukturze, oddzialywan
pomiedzy podjednostkami heksameru w ciagu pierwszych 50 ps symulacji,
prowadzacych do zmniejszenia powierzchni kompleksu dostepnej dla rozpuszczalnika,
aczkolwiek odlegtodci pomiedzy poszczegdlnymi parami podjednostek, pomimo ogélnej
wysokiej symetrii struktury czwartorzedowej, okazaly sie zréznicowane. Koricowa
struktura cechowata sie otwartym kanalem o szerokosci min. 20 A i dlugoéci ok. 90 A.
Analiza trajektorii wykazala, ze obszar tzw. domeny M, bedacej czescia domeny
ATPazowej NBD1 i majacej a-helikalna strukture typu ,coiled coil”, wystajaca radialnie
na zewnatrz pierécienia, cechuje sie najwieksza swoboda konformacyjna, siegajaca ok
60 A RMSD atoméw oC. Tak duza ruchliwoéé tego fragmentu, niezbednego do Hsp70-
zaleznej dezagregacji, ttumaczy zapewne trudnoéci z uzyskaniem form krystalicznych
heksameru ClpB. M¢j wklad w powstanie tej pracy, précz zainicjowania badan
i zaproponowania metodyki modelowania heksameru, obejmowal takze  udzial
w analizie i interpretacji wynikéw oraz pisaniu manuskryptu.

Dane w postaci trajektorii dynamiki molekularnej uzyskane w powyiej opisanej
pracy zwrécity moja uwage na oddzialywania pomiedzy resztami znajdujacymi sie
w ruchliwej domenie M a resztami pozostalej, katalitycznej czesci NBDI1
w dezagregazach AAA+. Dzieki kontynuacji wspélpracy z zespotem prof. Rodziewicz-
Motowidlto uzgskaliémy homologiczny model struktury biatka Hspl104, pochodzacego
z S. cerevisiae ortologu bakteryjnej deazgregazy ClpB. Okazalo sie, ze podobnie jak
w przypadku biatka ClpB (dane nieopublikowane) réwniez i w przypadku drozdzowego
Hspl104 wystepuje charakterystyczny uktad potréjnego mostka solnego, taczacego
konserwowang reszte domeny M D484ngi04/F481cps (w  pozycji tej w  100%
z analizowanych 498 sekwencji wystepuje reszta z fadunkiem ujemnym) z réwnie silnie
konserwowanymi dodatnio natadowanymi K358us,104/R353cy,3 w obrebie domeny
NBD1, oddziatujacymi dalej w jej obrebie z ujemnie natadowanymi resztami domeny
NBD1, tj. D184ugpi04/D179¢ps. Chcac zweryfikowaé postawiona przeze mnie teze

o istnieniu oraz istotno$ci tych oddzialywann w dzialaniu dezagregaz AAA+
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zaprojektowatem badania oparte o mutageneze miejscowo-specyficzna tego wlasnie
rejonu majaca zaburzyc te oddzialywania poprzez zamiane tadunku odpowiednich reszt
na przeciwny oraz przywroceniu ich poprzez ,odwrécenie” par tadunkéw w tychze

pozycjach. Rezultaty tych badan opisuje publikacja Lipinska N. Zietkiewicz S.,

Sobczak A. i wsp., JBC 2013, stanowiaca drugi element cyklu stanowiagcego niniejsze

osigeniecie naukowe. W publikacji tej jestem autorem o jednakowym wktadzie wraz
z dr. Natalig Litwiniska (pelniac role promotora pomocniczego jej rozprawy doktorskiej)
oraz mgr Alicja Sobczak. Co ciekawe, moje poczatkowe zalozenie, méwiace iz
odwrécenie tadunku u pojedynczych reszt stanowiacych wspomniany podwdjny
mostek solny spowoduje utrate aktywnosci dezagregacyjnej Hsp104 i ClpB, okazato sie
jednak mylne — wprost przeciwnie, utrata oddzialywan miedzy NBD1 a domena M
(warianty K358E oraz D484K biatka Hsp104, wariant R353E biatka ClpB) okazala sie
bardzo silnie aktywowaé dzialanie dezagregacyjne obydwu tych bialek. Stanowi to
jednak réwnie silne potwierdzenie zaréwno istnienia postulowanych przez analize
strukturalng in silico oddzialywan, jak i ich role funkcjonalna w regulacji aktywnosci
badanych dezagregaz. Dalsza analiza biochemiczna oczyszczonych wariantéw wykazata
ponadto, ze hiperaktywnos¢ dezagregacyjna niektérych z analizowanych wariantéw
powiazana jest ze zniesieniem zalezno$ci od systemu Hsp70 (biatek Dnak/DnalJ/GrpE
w ukladzie baktergjnym oraz Ssal/Ydjl w ukladzie drozdzowym). W przypadku
mutacji odwracajacych tadunek pary aminokwaséw (D184K/K358E dla Hsp104
i D197K/R353E u ClpB), przywracajac przyciaganie elektrostatyczne pomiedzy
domenami M i NBD1, obserwuje si¢ utrate nadaktywnosci oraz przywrécenie zaleznosci
od Hsp70. Wynik ten oznacza, ze domena M, za poérednictwem badanych oddziatywan,
utrzymuje dezagregaze ClpB/Hsp104 w stanie zahamowanym, za$ interakcja z biatkami
systemu Hsp70 powoduje odblokowanie i aktywna dezagregacje substratu. Mechanizm
ten, jak sie nastepnie okazalo, posiada istotne znaczenie fizjologiczne, w omawianej
publikacji zostaly zawarte réwniez wyniki obserwacji in vivo komérek niosacych
analizowane warianty gen6w Hsp104 i ClpB. Wyniki obserwacji wskazaly, ze warianty
genu Hsp104 ktére w badaniach in vitro wykazywaly sie nadaktywnoécia i zniesieniem
zaleznoéci od Hsp104, in vivo powodowaly toksycznoéé wobec komérek drozdzowych
oraz wyrazng zmianeg ich morfologii objawiajaca sie znacznym powiekszeniem komérek;
ich obecnoé¢ prowadzita do utraty plazmidu niosacego badany wariant w szczepie
AHSP104. W przypadku bakterii, nadaktywne warianty ClpB nie niosty wprawdzie az
tak toksycznego fenotypu, jednakze wariant R353E powodowal silne zahamowanie
wzrostu w podwyzszonej temperaturze. Morfologia komérek w tych warunkach
réwniez podlegata zasadniczej zmianie, obserwowali$émy bowiem ich silng filamentacje.
W przypadku obu organizméw, w obserwacjach in vivo przywrécenie oddzialywan

NBD1-M przez kompensujace mutacje przywracajace odwrotnie spolaryzowany mostek
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solny powodowaly przywroécenie fizjologicznej morfologii i zniesienie toksycznoéci.
Swiadczy to otym, Ze permanentna, pozostajaca poza kontrola systemu Hsp70,
nadaktywno$¢ dezagregaz AAA+ jest silnie szkodliwa dla komérek, zapewne poprzez
mechanizm w ktérym zamiast polipeptydu pochodzacego ze zagregowanego
zdenaturowanego bialka, translokacji przez kanal pierécienia dezagregazy podlegaja
(niezidentyfikowane jeszcze) czynniki natywne, co poprzez ich rozfaldowanie,
dysocjacje komplekséw itp. moze tlumaczyé obserwowane efekty fenotypowe. Moja
rola w powstanie tej pracy, précz zainicjowania i zaplanowania badaf, w tym
wytypowania reszt poddanych mutagenezie, obejmowala takie analize strukturalna
modelu Hsp104, wykonanie czeéci pomiaréw renaturacji GFP, udziat oraz bezposredni
nadzér nad oczyszczaniem biatek ClpB, Hsp104 i ich wariantéw, analize wynikéw oraz
pisanie manuskryptu. Prowadzilem réwniez opieke nad praca dr Natalii Lipiniskiej,
dotyczacej termotolerancji komérek drozdzowych i charakterystyki wariantéw Hsp104
(bedac promotorem pomocniczym jej doktoratuy).

W okresie, gdy prowadzilem badania nad dezagregujacymi biatkami AAA+
pochodzacymi z organizméw drozdzy i bakterii, zostalem zaproszony przez prof. R.
Weversa (Radboud University, Nijmegen, Holandia) do podjecia wspétpracy nad
badaniem ludzkiego bialka noszacego ta sama nazwe: CLPB. Badania prof. Weversa
dotyczyly pacjentéw z ciezka, nieznang dotad chorobg genetyczng, cechujaca sie
spektrum objawéw od neutropenii poprzez zaburzenia rozwojowe ukladu nerwowego
po zaéme; towarzyszy im acyduria 3-matyloglutakonowa. Wyniki analizy genetycznej
wskazaly w grupie 9 niespokrewnionych pacjentéw na obecno$¢ wariantéw
sekwencyjnych niescharakteryzowanego uprzednio genu CLPB (locus 11ql3), co
pozwolito postawié¢ hipoteze ze uszkodzenie tego genu stanowi przyczyne choroby.
Zespol prof. Weversa, zajmujacy sie metabolomika oraz genetyka kliniczna (dr S.
Wortmann) rozpoczal wiec interdyscyplinarne badania roli genu CLPB i jego
bialkowego produktu, zaprosiwszy mnie do wspdlpracy w zakresie czeéci
biochemicznej badarn z powodu mojego dotychczasowego zainteresowania biatkami
dezagregujacymi AAA+, w tym baktergjnym ClpB. Produkt ludzkiego genu CLPB
wykazuje bowiem bardzo duze podobienstwo sekwencyjne do bakteryjnej dezagregazy
ClpB (stad nazwa), dotyczy ono jednakze jedynie C-terminalnej czeéci ludzkiego biatka.
Dezagregazy AAA+ z rodziny Hspl00, do ktérych naleza badane dotad przeze mnie
drozdzowe Hsp104 i bakteryjny ClpB, jak wynika z analiz ewolucyjnych (Erives, Fasler
PLOS One 2015) zaniknely u zwierzat. W odréznieniu od nich, ludzkie mitochondrialne
biatko CLPB nie posiada pierwszej domeny ATPazowej wraz zniezbedna do
dezagregacji domena M — obszar ten zastgpiony jest fragmentem 327 aminokwaséw nie
wykazujacym podobienistwa sekwencyjnego do innych biatek. W obszarze tym

wyrézni¢ mozna mitochondrialny peptyd sygnatowy oraz wzér sekwencji typowy dla
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przynajmniej czterech powtdrzen ankyrinowych. Pozostala czeéé ludzkiego biatka CLPB
wykazuje natomiast wysoka identycznoéé sekwencji z domeng NBD2 bakteryjnej
dezagregazy ClpB, wyisza niz z domenami ATPazowymi innych (w tym ludzkich)
bialek AAA+ pelniacych inne niz dezagregacja funkcje. W szczegdlnosci, domena
ATPazowa CLPB posiada typowa dla dezagregaz, a nieobecna u bialek AAA+
pehiacych pozostate funkcje, pod-domene D2.

W rezultacie podjetej wspélpracy powstata trzecia z publikacji cyklu, Wortmann
S., Zietkiewicz, S., Rousi M., Szklarczygk R. i wsp., Am J Hum Genet 2015. W pracy tej

bytem drugim autorem, z jednakowym wkladem pracy wraz z M. Kousi oraz R.

Szklarczykiem. Publikacja ta stanowi pierwsza prace definiujaca zesp6t MEGCANN (jak
nazwana zostata nowo odkryta choroba genetyczna) oraz pierwsza prace dotyczaca
ludzkiego biatka CLPB. Praca ta, oprécz czedci klinicznej i genetycznej, zawierata takze
badania funkcjonalne na modelu Danio rerio oraz poszukiwanie potencjalnych
partner6w oddzialywan technika BRET (wskazujaca na powiazanie CLPB, za
posrednictwem oddzialywan z biatkiem SERCA2, produktem genu ATP2AZ2, z biatkiem
regulatorowym HAXI1, ktérego mutacje powoduja zblizona fenotypowo chorobe —
zesp6t Kostmanna), a takze moje badania biochemiczne. M6j wklad w powstanie
dotyczyl caloSci zawartych w niej badaii biochemicznych; jedyna pozostala
wspdélautorka tej pracy z mojego laboratorium, dr Elzbieta Chruéciel, odpowiedzialna
byta za przygotowanie wektoréw do ekspresji biatek w E. coli. Uzyskane przeze mnie
wyniki obejmowaly oczyszczenie po raz pierwszy biatka CLPB (formy dzikiej oraz
jednego z patogennych wariantéw, R408G) z nadprodukcji heterologicznej w
komérkach E.coli jak réwniez oznaczenie aktywnosci ATPazowej. Jak wykazatem, w
odréznieniu od bakteryjnego ClpB ATPaza ludzkiego biatka CLPB nie jest aktywowana
przez obecno$¢ a-kazeiny, modelowego rozwinigtego substratu polipeptydowego.
Wykazalem tez, ze wariant R408G cechuje sie zniesiona (do poziomu 28% WT)
aktywnoécia, co wskazuje na jego patogenny charakter. Preparatyka bakteryjnego
biatka ClpB nie nastrecza wigkszych trudnodci technicznych, jednakze wyizolowanie
aktywnego preparatu ludzkiego CLPB okazalo sie bardzo trudne, pomimo braku
przestanek wskazujacych na modyfikacje posttranslacyjne; dopiero wytypowanie
potencjalnego miejsca odcinania peptydu sygnalowego i uzycie wektora ekspresyjnego
niosacego sekwencje CLPB bez tego fragmentu pozwolito na uzyskanie aktywnego
ATP-azowo, rozpuszczalnego preparatu. Publikacja Wortmann S., Zietkiewicz, S., Kousi
M., Szklarczgk R i wsp., Am J Hum Genet 2015, chociaz poprzez swdj pionierski
charakter otworzyta nowe pole badan, nie zdolala jednak wyjasénic¢ fizjologicznej roli
biatka CLPB, wlacznie z odpowiedzia na pytanie, czy bialko ludzkie wykazuje podobnie
do baktergjnego odpowiednika aktywno$¢ dezagregacyjna, czy tez modul AAA+ stuzy
do jednej z wielu innych funkcji pelnionych przez biatka tego typu. Pragnac
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kontynuowa¢ obiecujace badania nad nowo poznanym biatkiem, uzyskalem w 2016 r.
grant NCN Sonata Bis (I miejsce na liécie rankingowej) pozwalajacy mi na skupienie sie
na tym nowym temacie. Pierwszym, fundamentalnym problemem ktéry nalezalo
rozwigza¢ w celu dokladniejszego poznania tego biatka bylo opracowanie systemu
ekspresji i oczyszczania ludzkiego CLPB wydajnego na tyle, aby mozliwe byly dalej
idgace ekspergmenty biochemiczne. Po dlugim szeregu wstepnych badan =z
zastosowaniem systemu ekspresyjnego opartego o drozdze P. pastoris udalo mi sie
opracowaé metode oparta o ekspresje biatka fuzyjnego MBP (Maltose Binding Protein)
— CLPB AN92 powtérnie w komérkach E. coli i, po wstepnej izolacji na ztozu wiazacym
MBP, odcinanie go poprzez proteaze TEV ktérej miejsce rozpoznawania umieécitem
przed sekwencja kodujaca CLPB skrécony o N-terminalny motyw sygnatowy.
Pozwolito to na uzyskanie znacznych ilosci preparatu, ktéry postuzyt do dalszych badan.
W czwartej pracy cyklu, opisujacej wyniki analizy biochemicznej biatka CLPB, Mréz
D, [...}, Zietkiewicz S. BBA Gen Subj. 2020, pelnilem role autora korespondencyjnego,

za$ pierwszy autor, mgr Dagmara Mroz, jest doktorantka pracujaca pod moja opieka
jako stypendystka kierowanego przeze mnie grantu. W gronie autoréw tej pracy
znajduja sie réwniez mgr Ratarzyna Zawieracz i mgr Tomasz Szablewski, ktérzy,
rowniez jako stypendysci tego grantu, realizowali pod moim kierunkiem swoje prace
magisterskie. W pracy tej kierowany przeze mnie zespél po raz pierwszy wykazal
aktywnoé¢ dezagregacyjna ludzkiego bialka CLPB (odkrycie to doczekalo sie
niezaleznego potwierdzenia przez konkurencyjny zespé! prof. Shortera zaledwie 5
miesiecy p6zniej, w pracy Shorter, Cupo eLife 2020). Dokonana zostala takze wstepna
analiza stanu oligomerycznego biatka CLPB. Okazalo sie bowiem, ze biatko to nie
wystepuje w oczyszczonym preparacie w spodziewanej formie heksamerycznej, ale w
postaci oligomeréw o znacznie wyzszej masie molowej (przynajmniej podwdjnych
heksamer6w), ktére scharakteryzowalem za pomoca saczenia molekularnego
(publikacja zawiera nadto wykonane przez moich wspoéipracownikéw obrazowanie
TEM i AFM, potwierdzajace ta obserwacje). W eksperymentach dotyczacych renaturacji
modelowego substratu, zrealizowanych przy udziale mgr. Huberta Wyszkowskiego,
okazato sie, ze ludzkie biatko jest w stanie dezagregowacd i reaktywowaé w ATP-
zalezny sposéb chemicznie inaktywowana lucyferaze samodzielnie, za$ w polgczeniu
z inngm znanym ludzkim systemem dezagregujacym (ztozonym z biatek JA2 i Hsc70)
nie wykazuje (w przeciwienstwie do drozdzowego Hsp104) synergii, a wrecz przeciwnie
— hamuje jego dziatanie. Efektu dezagregacyjnego nie udalo si¢ natomiast
zaobserwowaé dla innego modelowego substratu dezagregaz, jakim jest termicznie
denaturowane GFP. Méj wklad w powstanie tej publikacji, oprécz opracowania
projektu badawczego i zapewnienia finansowania badan polegat réwniez na udziale w

oczyszczaniu biatka CLPB, czeéci pomiaréw aktywnosci ATPazowej biatka CLPB,
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przeprowadzeniu saczenn molekularnych, analizie wynikéw, pisaniu manuskryptu
atakze koordynacji badan ibezpoérednim nadzorze nad praca doktorantki
i magistrantow.

Rontynuacja badan prowadzonych nad ludzkim biatkiem CLPB zwiazana byta
z odkryciem przez dr Wortmann nowej grupy wariantéw sekwencyjnych kodujacego je
genu. Warianty te, podejrzane o patogenicznoéé, w odréznieniu od opisanych w pracy
z 2015 r. oraz innych doniesient literaturowych ukazujacych si¢ po jej opublikowaniu,
powstaly w wyniku mutacji de novo i obecne byly w ukladzie heteroallelicznym, co
wskazywato na dominujacy charakter ich dziedziczenia. Z punktu widzenia genetyki
klinicznej istotne bylo, czy obserwowane warianty sekwencyjne istotnie prowadza do
upodledzenia funkcji CLPB pomimo istnienia prawidlowej kopii tego biatka w komérce,
czy tez obserwowane objawy przypisac¢ nalezy raczej innym czynnikom genetycznym.
W zwiazku z tym podjalem prébe oczyszczenia i charakterystyki tych wlasnie
wariant6w. Rezultatem tych badari jest piata, ostatnia pozycja cyklu stanowiacego

przedlozone osiagniecie, Wortmann S., Zietkiewicz S., i wsp., Genetics in Medicine

2021. W publikacji tej pelnitlem role pierwszego autora z réwnocennym do dr
Wortmann wkladem pracy. Wklad ten obejmowal, miedzy innymi, postawienie
hipotezy badawczej, stanowiacej iz koekspresja formy dzikiej i analizowanych
wariantéw prowadzi do powstania mieszanych oligomeréw, w ktérych obecnoédé
zmutowanych  protomeréw  zaburza  komunikacje allosteryczng  pomiedzy
podjednostkami, utrudniajac translokacje substratu. Wykazatem, ze badane warianty,
K404T, P4271, G560R, wykazuja sie zniesiona aklywnoscia dezagregacyjna (jedynie
w przypadku K404T wynosita ok 10% WT, w pozostalych byla niemierzalna).
Aktywnoéé¢ ATPazowa tych wariantéw natomiast zmniejszona jest jedynie
w niewielkim stopniu, z czego wnioskowaé mozna ze pomimo wplywu badanych
mutacji biatka zachowuja jednak przynajmniej czeéciowo konformacje zblizona do
natywnej. Celem wykazania postulowanego mechanizmu ,zatruwania” oligomeru CLPB
w przypadku jednoczesnej obecnoéci formy patogennej i dzikiej, po sprawdzeniu
w drodze saczenia molekularnego, ze stan oligomeryczny badanych wariantéw oraz ich
mieszaniny z forma dzika nie rézni sie od samej formy dzikiej, wykonano szereg
pomiaréw aktywnoéci dezagregacyjnej w ktérych przed dodaniem modelowego
substratu inkubowano razem polaczone preparaty WT i wariantéw patogennych.
Z eksperymentéw tych wyniklo, ze obecnoé¢ form zmutowanych wykazuje istotnie
hamujacy wplyw na aktywnoé¢ formy dzikiej. Celem zweryfikowania, czy zmniejszenie
wydajnoéci reaktywacji w tym przgpadku moze wynika¢ z wymiareczkowania
substratu przez bezproduktywne wiazanie go przez forme zmutowana wykonano przy
uzyciu interferometrii biowarstwy (BLI) pomiar6w powinowactwa badanych

wariantéw do agregatéw lucyferazy. Okazalo si¢, Ze powinowactwo to jest znaczaco
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obnizone, tak wigc obserwowany efekt moze wynika¢ z inkorporacji zmutowanych
podjednostek do aktywnych oligomeréw CLPB, powodujac spadek ich aktywnosci.
Whyniki te pozwolily zaklasyfikowaé nowo odkryte warianty jako patogenne, a takze,
cho¢ nie wykazalem bezpoérednio zjawiska wymiany podjednostek w obrebie
oligomeru, wpyjasni¢ mechanizm patogenezy w ukladzie monoallelicznym poprzez
hamowanie aktywnodci dzikiej formy CLPB. Pragne podkresli¢, ze w dobie genomiki
rosnacym problemem w praktyce Kklinicznej staje sie odnajdywanie wariantéw
sekwencyjngch badanych genéw, co do ktérych brak jest podstaw, by ocenié czy sa one
patogenne, czy tez nie wywoluja zmian chorobowych u pacjentéw (tzw. VUS, ang.
Variant of Unknown Significance) taki stan rzeczy utrudnia genetykowi klinicznemu
postawienie rozpoznania i udzielenie porady genetycznej. Stad okreélenie patogennoéci
nowo odkrytych wariantéw na podstawie badann funkcjonalnych stanowi istotng
warto$¢ praktyczna. Méj udzial w powstaniu tej pracy, realizowanej w czesci
biochemicznej z kierowanego przeze mnie grantu polegal na koordynacji biochemicznej
czesci badan, udziale w oczyszczaniu bialek, wykonaniu saczen molekularnych oraz
czes$ci pomiaréow dezagregacji lucyferazy, nadzorze nad praca doktorantki, mgr Mréz,
a takze na udziale w analizie i interpretacji wynikéw oraz pisaniu manuskryptu.

W chuwili obecnej kontynuuje badania nad mechanizmem dziatania ludzkiego
biatka CLPB. Caly czas bowiem nie jest jasne, czy dezagregacja agregatéw biatkowych
jest istotnie fizjologiczna rola CLPB - by¢ moze bowiem zdolnos¢ do reaktywacji
agregatéw lucyferazy jest jedynie pochodna np. aktywnosci remodelowania
komplekséw biatkowych poprzez analogiczny mechanizm translokacji. Wazne pytanie
badawcze dotyczy oddzialywan CLPB z innymi biatkami, mozna bowiem spodziewaé
sie ze posiada on nie tylko specyficzne (lub nie) substraty podlegajace rozwijaniu, ale
i nieznane dzi§ bialka wspoélpracujace, badi to regulatory, badz dalsze efektory (np.
podjednostki proteazowe?). Rozpoczatem wstepna faze eksperymentéw majace na celu
zbadanie oddzialywan i /lub wzajemnego wplywu na aktywno$é miedzy biatkiem
CLPB a wspomnianym powyzej biatkiem HAXI, a takze bialkami SERCA2 oraz HTRA2,
co do ktérych istnieja przestanki sugerujace ich oddzialywanie ze soba. Mam nadzieje,
ze pozwola one na dokladniejsze wyjasnienie roli fizjologicznej oraz mechanizmu
dziatania biatka CLPB.

W trakcie swojej dotychczasowej aktywnoéci naukowej staralem sie lraczyc
eksperymentalne techniki biochemii biatek z analizami strukturalngmi wykorzystu-
jacymi techniki obliczeniowe. Przejécie od ukladéw bakteryjnych do zagadnien
zwigzanych z ludzkim biatkiem dezagregujacym i powiazana z nim choroba genetyczna
wzbogacito dodatkowo mdj zakres zainteresowan o aspekty ,biochemii translacyjnej”,
przenoszacej osiagniecia nauk podstawowych na grunt genetyki klinicznej i szerzej —

medycyny. Kierunek ten uwazam za istotny dla mojego dalszego rozwoju naukowego,
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czego potwierdzenie uzyskatem w trakcie owocnego stazu w Uniwersytecie
Warszawskim (vide pkt. 5 Autoreferatu) gdzie moja praca in silico pozwolila na
zaproponowanie mechanizmu patogenicznoéci szeregu wariantéw innych, nie
zwiazanych z biatkami AAA+ genéw i umozliwila rozpoczecie przeze mnie prac in vitro

nad badanymi biatkami.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowq albo artystyczng

realizowanqg w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegdlnosdci zagranicznej.

W roku 2020 JM Rektor Uniwersytetu Gdanskiego udzielit mi urlopu naukowego na
podst. art. 130 pkt.1 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce w wymiarze 6
miesiecy. W trakcie tego wurlopu dolaczylem do zespolu Zakladu Genetyki
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego na zaproszenie jego kierownika, prof. dra
hab. Rafala Ploskiego. W zespole tym odpowiedzialny bytem za przeprowadzenie analiz
i symulacji komputerowych shuzacych przewidgwaniu i wyjasnieniu wplywu na
strukture bialka wybranych wariantéw sekwencyjnych genéw cztowieka podejrzanych
o patogennoéé. Badania te obejmowaly tworzenie modeli homologicznych bialtek
w formie dzikiej iich wariantéw, symulacje dynamiki molekularnej oraz analize
otrzymanych struktur i trajektorii pod katem wytlumaczenia obserwowanych efektéw
fenotypowych. W szczegélnodci, prace te prowadzitem nad wariantami typu missense
receptora kwasu retinowego RARA, wariantem spntazy glutaminowej GLUL
pozbawionym 18 N-terminalnych aminokwaséw oraz nad mutantem missens
strukturalnego biatka spnaptycznego SHANKI. Prace nad biatkiem SHANKI
zaowocowaly opracowaniem manuskryptu pracy oryginalnej, (Paprocka J. i wsp,
SHANRK1 mutation in a patient with epileptic encephalopathy responsive to Epidiolex
treatment) obecnie przyjetego do recenzji we Frontiers in Genetics, za$ rezultaty prac
nad biatkiem RARA zostaly przekazane w ramach wspélpracy wieloosrodkowe;j
zespolowi kanadyjskiemu (Prof. Oana Caluseriu, University of Alberta, Edmonton)
celem opracowania manuskryptu dotyczacego szeregu wariantéw tego biatka. Po
zakoriczeniu stazu i powrocie na Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG/GUMed
rozpoczatem badania laboratoryjne bedace kontynuacja badain strukturalnych
prowadzonych w czasie urlopu naukowego nad biatkiem GLUL celem empirycznego
potwierdzenia postulowanego wplywu skréconej formy tego enzymu na jego
aktywnoéé. W tym celu zdotalem juz oczyéci¢ z nadprodukcji heterologicznej biatka
GLUL i GLUL AN18 ioznaczy¢ ich aktywnoéé, wykazujac spadek stabilnosci
patogennego wariantu, obecnie za$ pracuje nad koekspresja obu wariantéw celem
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utworzenia mieszanych oligomer6w (tworzy on bowiem strukture dekameryczng
z miejscem aktywnym na styku protomeréw) odpowiadajacych sytuacji w komoérkach
pacjenta heterozygotycznego. Nawigzang w trakcie pobytu w Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym wspétprace zamierzam kontynuowaé. Opinie prof. Rafala

Ploskiego dotyczaca przebiegu mojej pracy w jego zespole zalaczam (Zalacznik 3B).

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, oreanizacyjnych oraz

popularyzujgcych nauke lub sziuke.

Od poczatku mojego zatrudnienia w Uniwersytecie Gdaniskim prowadze zajecia
dydaktyczne dla studentéw Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG/GUMed,
kierunku Biotechnologia (uprzednio studentéw jednolitych studiéw magisterskich,
obecnie studentéw I i I stopnia)

W ramach dzialalno$ci dydaktycznej prowadze wyklad ,Strukturalna biochemia
biatek”, obecnie w wymiarze 30 godz. w jezyku angielskim, na potrzeby ktérego
opracowatem szereg interaktywnych wizualizacji struktur w systemie JSmol. Prowadze
takze ¢wiczenia laboratorgjne dla przedmiotu ,Biofizyka” (obecnie w wymiarze 18 godz.
semestralnie na grupe, 2 semestry kursu). Do dwiczen tych opracowalem skrypt
obejmujacy 116 stron (2012r.) wraz z thumaczeniem na j. angielski. Zmodernizowatem
istniejace stanowiska eksperymentalne tego przedmiotu (opracowanie projektu i nadzér
nad wykonaniem ,modutowego” spektrofluorymetru oraz samodzielne wykonanie
pomocy naukowej do okreélania wartosci statej Plancka na fotodiodzie préiniowej).
Wraz z dr hab. Rafalem Dutkiewiczem, prof. UG, zaproponowalem, opracowalem
program oraz realizuje zajecia audytoryjne dla tegoz przedmiotu (w wymiarze 12 godz.
na grupe). W ramach przedmiotu ,Kamienie milowe w biotechnologii” przygotowatem
i prowadze 2-godzinny wyktad poswiecony odkryciu biatka GFP wraz z demonstracja
eksperymentalna dotyczaca wariantu eksperymentu Anfinsena przy uzyciu tegoz biatka
(wraz z konstrukcja urzadzenia do demonstracji fluorescencji). Opracowatem
i prowadze w ramach bloku ,Biomolekuly - Budowa, synteza i wlasciwosci (M02_B1) -
analiza biomolekul — metody” 4-godzinny wyklad o metodach chromatograficznych.
W roku 2008 koordynowalem kurs ,Biologia Molekularna FEucaryota” (kurs
prowadzony przez zaproszonych wykladowcéw). Prowadze takze corocznie pracownie
magisterska, opieke nad realizacja prac licencjackich oraz pracownie indywidualne
(opieka nad praca laboratoryjna) dla student6w naszego wydziatu (14 wypromowanych
prac magisterskich i 17 licencjackich).

Od roku 2013 pelnie funkcje wydzialowego koordynatora wspélpracy ze szkotami
ponadpodstawowymi. W ramach tej dziatalnosci wypracowatem model formalnej

wspolpracy ze szkolami srednimi, a oprécz opieki nad strona formalng zrealizowalem
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szereg warsztatéw laboratorygjnych (w tym opracowanie ¢wiczen dla uczniéw dot.
izolacji biatka GFP z nadprodukcji bakterpgjnej). Opiekowalem sie laboratoryjnymi
praktykami indywidualnymi dla uczestnik6w olimpiady biologicznej oraz dla uczniéw
zdolngch. Wyglositem takze szereg wykladéw popularnonaukowych dla uczniéw na
uczelni oraz w szkolach. Wyglositem takze wyklady popularnonaukowe w ramach
,Targébw Akademia” UG w latach 2007-2009, Uniwersytetu III Wieku w Rartuzach,
Uniwersalnej Strefy Nauki 2010, Nocy Biologéw 2012, finalu ,Quizu Wiedzy
o Szczepionkach” 2018 (wyklad z prezentacja 3D). W latach 2006-2015 uczestniczylem
w pracach Komitetu Wojewo6dzkiego Olimpiady Biologicznej. Za dzialalnos$¢ ta
zostatem w r. 2013 nagrodzony Medalem Komisji Edukacji Narodowse;j.

W trakcie studiéw doktoranckich uczestniczytem corocznie w Baltyckim Festiwalu
Nauki jako organizator i realizator warsztatéw laboratoryjnych zag w okresie 2006-2010
pelitem funkcje czlonka Wydziatowego Zespolu Koordynujacego BFN. W ramach
BFN wyglositem réwniez szereg wykltadéw popularnonaukowych. W r. 2009 zostatem
zaproszony do wygloszenia wykladéw na Letniej Szkole Technologii Farmaceutycznej

(Wydz. Farmacji AMG, Gdansk).

Pelnilem funkcje promotora pomocniczego pracy doktorskiej dr Natalii Litwiniczuk
(2014r.) oraz dr Artura Piroga (2019r.) (promotor obydwu prac doktorskich - prof. dr
hab. Krzysztof Liberek).

W kadencji 2008-2012 bytem cztonkiem Senatu Uniwersytetu Gdanskiego.

7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczgce jego kariery zawodowej.

Inna dziatalno$¢ naukowo-badawcza

Oprécz zagadnien przedstawionych w opisie cyklu publikacji ,Wladciwosci
i molekularny mechanizm dzialania dezagregaz AAA+” oraz w pkt. 5 niniejszego
Autoreferatu bratem takze udzial w realizacji innych projektéw badawczych Katedry
Biologii Molekularnej i Komoérkowej pod kierownictwem prof. dra hab. Krzysztofa
Liberka, dotyczacych zwlaszcza biochemii malych biatek szoku cieplnego E. coli, IbpA
iIbpB, pelniacych réwniez role w procesach reaktywacji agregatéw biatkowych
i ochrony przed agregacja. Zaowocowalo to szeregiem publikacji oryginalnych

(Zatgcznik 4: pozycje 4,8,9,12 zestawienia publikacji) Wspélpracowalem takze
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z zespotem prof. dr hab. Jerzego Limona (Gdariski Uniwersytet Medyczny), wykonujac
modelowanie molekularne i analizy struktura-funkcja dla zidentyfikowanych wariantéw
patogennych ludzkich biatek (Zatacznik 4: poz. 5 i 13 zestawienia) a takze z dr Martq
Orlikowska (Wydz. Chemii UG) w zakresie nadprodukcji i oczyszczania bialek
bedacych przedmiotem jej badan krystalograficznych (Zalacznik 4: poz. 14 zestawienia).

Udzial i kierownictwo w grantach

Rierowalem jednym grantem NCN Sonata Bis (ktérego rezultaty wspditworza
przedstawione powyzej osiggniecie naukowe) a takze jednym grantem typu ,Badania
Wtlasne” przyznanym przez Uniwersytet Gdanski. Jako wykonawca uczestniczytem
w realizacji 5 grantéw badawczych kierowanych przez prof. K. Liberka, a takze jednym
pod kierownictwem prof. Jerzego Limona, Akademia Medyczna w Gdarisku
(szczegbtowe dane w zak. 4). Zgodnie z wymogami dokumentacyjnymi zalaczam kopie

umowy z NCN dot. mojego grantu Sonata Bis (Zalacznik 3A)

Otrzymane stypendia, wyrdznienia i nagrody od uzyskania stopnia doktora:

2018 Nagroda Zespolowa I stopnia JM Rektora UG za wspélautorstwo
publikacji naukowe;j.

2013 Medal Komisji Edukacji Narodowej

2012 Wyréznienie w konkursie "Nauczyciel Roku" UG imienia Krzysztofa

Celestyna Mrongowiusza

2010 Zespotowa Nagroda JM Rektora UG I stopnia za udzial w pracach
Wydzialowego Komitetu Koordynujacego w ramach Baltyckiego
Festiwalu Nauki.

2010 Nagroda Polskiego Towarzystwa Genetycznego za najlepsza prace
naukowa roku 2009

2009-2013 Stypendium w ramach programu FNP TEAM (Kierownik projektu
prof. K. Liberek)

2009 Wydzialowa nominacja do Nagrody im. Celestyna Mrongowiusza

dla najlepszego wykladowcy UG

2008 Przedtuzenie stypendium ,START” FNP
2007 Stypendium ,START” FNP
2007 Nagroda Zespolowa Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za

wspolautorstwo cyklu prac opisujacych role biatek opiekunczych w

metabolizmie komérki
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2007 Stypendium ,Zostancie z nami” tygodnika ,,Polityka”

2007 Nagroda Prezesa Rady Ministréw za rozprawe doktorska

2006 Wyréznienie rozprawy doktorskiej przez Rade Miedzyuczelnianego
Wydzialu Biotechnologii UG/AMG

( f)odpis wnioskodawcy)
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