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Habilitantka, dr Karolina Mikulska-Ruminska (okreslana dalej jako "ja™), wskazuje jako
osiggniecie naukowe cykl publikacji, zgodnych z ustawa o stopniach i tytutach naukowych,
dotyczacych badan nad procesem regulowanej $§mierci komoérki zwanym ferroptoza.



IV. 2. Cele badawcze, motywacja, opis wynikow i mozliwe zastosowania badan

Moje osiggniecie habilitacyjne obejmuje teoretyczne badania nowo odkrytej formy
programowanej/regulowanej $mierci komorki zwanej ferroptoza. Ferroptoza charakteryzuje si¢
akumulacjg nadtlenkéw lipiddw w obecnosci zelaza, prowadzac do ich zawyzonego poziomu
w blonie lipidowej, co ostatecznie prowadzi do $mierci komdrki [1]. Mimo iz najnowsze
badania pokazaty istotnos¢ ferroptozy dla zdrowia cztowieka oraz jej korelacje z réznymi
typami chorob, wiele mechanizméw zwigzanych z tym procesem jest nadal stabo poznanych.
W szczegdlnosci, aktywacja lub inhibicja procesu ferroptozy powoduje ostabienie progresji
skorelowanych z nig chordb, co stanowi obiecujacg strategie terapeutyczng [2].

Badania przedstawione jako niniejsze osiggnigcie zostaty zainicjowane podczas mojego
stazu podoktorskiego w grupie prof. Ivet Bahar w School of Medicine na Uniwersytecie
w Pittsburghu (Pittsburgh, USA) we wspotpracy z grupami do$wiadczalnymi, gtdéwnie grupa
prof. Valeriana Kagana z Graduate School of Public Health na Uniwersytecie w Pittsburghu
oraz grupa prof. Hiilya Bayir ze Szpitala Dziecigcego w Pittsburghu. Grupa badawcza prof.
I. Bahar stosuje i rozwija zagadnienia dotyczace modeli sieci elastycznych, przeprowadza
badania z zakresu biologii obliczeniowej i systemowej oraz przyczynia si¢ do rozwoju howych
narzedzi bioinformatycznych. Z kolei wspotpracownicy z grup eksperymentalnych wykonuja
doswiadczenia z zakresu lipidomiki, pomiary metodami spektroskopii masowej, obrazowanie,
eksperymenty na komdrkach, zwierzetach i probkach od pacjentow.

Do grupy prof. Ivet Bahar dotaczytam jako fizyk z doswiadczeniem w biofizyce
eksperymentalnej i obliczeniowej oraz bioinformatyce. Scista wspélpraca miedzy wyzej
wspomnianymi grupami doprowadzita do uzyskania pierwszych przetomowych wynikéw
dotyczacych mechanizméw ferroptotycznych — opublikowanych w trzech czasopismach
0 wysokim wspotczynniku Impact Factor [H1-H3], m.in. w Cell. Po powrocie ze stazu do Instytutu
Fizyki Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu kontynuowatam mojg wspotprace nad
zagadnieniami ferroptozy, co zaowocowato kolejnymi waznymi odkryciami [H4-H8]. Dalsze
badania byty prowadzone czgsciowo we wspotpracy z jeszcze innymi grupami naukowymi, ktore
doswiadczalnie walidowaty uzyskane wyniki teoretyczne dot. mechanizmdw ferroptozy.

V. 2.1. Wstep i motywacja badan

Ciato cztowieka sklada sie z okoto 10'2-10'® komorek [3]. Wszystkie zdrowe komorki sa
zdolne do dzielenia si¢ i umierania, a czas ich zycia jest precyzyjnie regulowany przez organizm.
Bywa jednak, ze zaczynaja si¢ one dzieli¢ w sposéb niekontrolowany, tamigc limit Hayflicka [4],
co moze prowadzi¢ do powstania nowotworoOw [5]. Istnieja dwa gldéwne wzorce $mierci
komorkowej: przypadkowa (ACD), kiedy komorki narazone sg na ekstremalne bodzce
fizykochemiczne lub mechaniczne i umieraja w sposob niekontrolowany, oraz regulowana
(RCD), bedaca czgscig fizjologicznych programow chronigcych —organizm  przed
niekontrolowanym podzialem lub uruchamiana na skutek niewydolnosci odpowiedzi
adaptacyjnych [6]. RCD, niezbedna dla prawidtowego rozwoju [7] lub homeostazy [8, 9], jest
naturalnym i wysoce zorganizowanym procesem zachodzacym wewnatrz komorek. Tradycyjnie
$mier¢ komorki byta podzielona tylko na dwa rodzaje: apoptozg i nekroze. Jednak ostatnie
badania wykazaty, Ze istnieje wigcej trybdw RCD takich jak pyroptoza (2001), nekroptoza (2005)
lub ferroptoza (2012), ktére majg odmienne cechy morfologiczne i biochemiczne [2, 10].



W 2012 roku $rodowisko naukowe zostato poruszone przez zaproponowang koncepcje¢ nowej,
zaleznej od zelaza i nieapoptotycznej formy RCD, ktdéra charakteryzuje si¢ powstawaniem
i gromadzeniem nadtlenkoéw lipidow, powodujacych rozlegle uszkodzenia bton w wyniku
peroksydacji lipidow. Proces ten nazwano ferroptoza [11, 12]. Ustalono, ze ferroptoza rézni si¢ od
innych programéw RCD i nie ma morfologicznych cech typowej nekrozy czy apoptozy [10, 11].
W rzeczywistosci ferroptoza powoduje w komdrkach zmniejszenie objetosci mitochondriow,
redukcj¢ lub zanik grzebieni mitochondrialnych oraz uszkodzenie zewnetrznej blony
mitochondrialnej [10, 11]. Mitochondria sg dla organizmu ,,fabrykami’ energii i odpowiadajg za
oddychanie komorkowe, ktore jest jednym z najwazniejszych procesow zachodzacych
w organizmach. Dlatego tez ferroptoza ma istotny wptyw na choroby uktadu nerwowego, serca,
pluc, watroby czy nerek (Rys. 1). Co wiecej wykazano, ze ferroptoza jest skorelowana
z chorobami neurodegeneracyjnymi, np. w chorobie Alzheimera [13, 14], Parkinsona [15, 16],
czy Huntingtona [17], gdzie obserwuje si¢ podwyzszony poziom nadtlenkéw lipidow zaleznych
od zelaza, a takze w zaniku mozdzkowo-korowym, sepsie, chorobach bakteryjnych i wirusowych
[18]. Kontrolowana indukcja ferroptozy ma potencjat w terapii nowotworowej i ochronie
immunologicznej [19-22]. Ponadto, ferroptoza moze by¢ istotng przyczyng zapalenia
wielonarzagdowego w chorobie COVID-19 [23-26] i moze przyczyni¢ si¢ do degradacji tkanek,
jak to ma miejsce w niewydolnosci nerek, urazach mozgu i astmie [27-29].
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Rysunek 1. Rola ferroptozy w réznych chorobach systemowych. Zmodyfikowany rysunek zaczerpniety z [2].

Zanim przedstawi¢ w jaki sposob wykorzystalam metody teoretycznej biofizyki
molekularnej do badania mechanizméw zwigzanych z procesem ferroptozy musze wprowadzi¢
szereg pojec biochemicznych, ktore pozwola lepiej zrozumie¢ badane zagadnienie.

Ferroptoza obejmuje rozne szlaki biologiczne. Moze zosta¢ zainicjowana na skutek utraty
kontroli jednego z trzech glownych procesow: metabolizmu zelaza (Rys. 2a, czarna przerywana
linia), peroksydacji lipidéw (Rys. 2b, niebieska przerywana linia) lub regulacji tioli (Rys. 2c,
czerwona przerywana linia). Peroksydacja lipidow zalezna od zelaza jest gtownym czynnikiem



wyzwalajagcym aktywacje ferroptozy [28]. Poniewaz podobny schemat katalityczny napedzany
zelazem ma zastosowanie w wiecej niz jednym procesie, hipotezy dotyczace rodzajow proceséw
peroksydacji napedzanych zelazem wahajg si¢ miedzy S$ciS$le enzymatycznymi
a nieenzymatycznymi [30]. Nieenzymatyczny proces utleniania zachodzi na drodze reakcji
Fentona (Szlak Metaboliczny Zelaza), natomiast kandydatami do enzymatycznego utleniania
wielonienasyconych kwasow thuszczowych (ang. polyunsaturated fatty acids, PUFAS) sa biatka
zwane lipooksygenazami (LOXs) [31]. PUFAs sa niezbednymi sktadnikami bton biologicznych
i regulujg stan zapalny, odporno$¢, wzrost komorek czy plastyczno$¢ synaptyczng [32, 33]. Sa
one rowniez substratami w procesie ferroptozy ze wzgledu na obecnos$¢ stabego wigzania C-H na
pozycjach bis-allilowych (wyrdznione na zielono, Rys. 4) [34]. PUFAS rdznig si¢ liczba wigzan
podwojnych, a wigksza ich liczba zwigksza ich podatno$¢ na utlenianie [35]. Dodatkowo, nowo
utlenione czasteczki mogg utlenia¢ kolejne PUFAs [36]. Aby przedstawi¢ moje badania
w odpowiedniej perspektywie, w nastgpnym kroku, opisz¢ wyzej wspomniane trzy glowne szlaki
metaboliczne schematycznie przedstawione na Rys. 2.
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Rysunek 2. Zestawienie czynnikéw regulujgcych ferroptoze uwzgledniajgc udzial trzech glownych
szlakéw metabolicznych. (a) Szlak Metaboliczny Zelaza, (b) Szlak Metaboliczny Utleniania Lipidow
oraz (c) Szlak Metaboliczny Glutationu. Rysunek zmodyfikowany z [2].

Szlak Metaboliczny Zelaza. W organizmie cztowieka metabolizm Zelaza jest $ci$le kontrolowany
na poziomie komoérkowym i ogélnoustrojowym zachowujgc odpowiednig rownowage miedzy
biatkami, aby zapewni¢ precyzyjnie okreslone ilosci zelaza potrzebne do niezbgdnych funkcji
biologicznych [37, 38]. Zelazo moze przyjmowa¢ i oddawac¢ elektrony, dlatego tez w organizmie
moze ono wystepowaé zarobwno w formie Fe?* jak i Fe**. W mitochondriach zalezne od O
utlenianie weglowodanOw daje poczatek reaktywnym formom tlenu (ang. reactive oxygen species,
ROS), ktore s3 waznymi czasteczkami sygnalizacyjnymi. Jednak ROS staja si¢ toksyczne przy
wyzszych stezeniach [39]. Zelazo moze bezposrednio generowaé nadmiarowe ROS poprzez
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reakcje Fentona [40], zwickszajagc w ten sposob uszkodzenia oksydacyjne i prowadzac do
peroksydacji lipidow, uszkodzenia blon i $mierci komorek [11]. W nieenzymatycznej
peroksydacji lipidow, ktora odnosi sie do reakcji Fentona, Fe?* jest utleniane do Fe®* poprzez
reakcj¢ z nadtlenkiem wodoru (H202), w wyniku czego powstaja wysoce reaktywne rodniki
hydroksylowe (OH®) (Rys. 3). Fe* jest dalej redukowane z powrotem do Fe?* poprzez reakcje
z anionorodnikami ponadtlenkowymi (O.*"), a rodniki hydroksylowe (OH®) odrywaja wodor
z PUFA tworzgc rodnik fosfolipidowy (PL) o centrum weglowym (PL®) W nastgpujacy sposob:

PL-H +R® — PL* +R-H 1)
Dalej rodnik fosfolipidowy PL®* moze reagowac z tlenem czasteczkowym (O2), tworzac
fosfolipidowy rodnik peroksylowy (PL-OO?®), ktory nastepnie odrywa wodor z innego PUFA,
tworzac wodoronadtlenek fosfolipidu (PL-OOH) i nowy PL*®, ktory moze ponownie reagowac

z kolejnym O,. Ten mechanizm napedza tworzenie kolejnych PL-OO® i propagacje procesu
rodnikowego do sgsiednich czasteczek lipidow.

PL® + O —» PL-00"* (2a)
PL-OO® + PL-H — PL® + PL-OOH (2b)
PL—OOH + Fe?" — PL-0O°® + OH ™ + Fe?* (2¢)

Ostatnim etapem peroksydacji jest terminacja, podczas ktdrej odpowiednio liczne rodniki
spontanicznie reaguja dajac nierodnikowe produkty rozpadu [39]. PL-OOH mogg rozktadaé
sie do 4-hydroksynonenalu (4-HNE) lub dialdehydu malonowego (MDA) (Rys. 3), ktore
poprzez tworzenie sieciowych wigzan (ang. crosslinking) moga dezaktywowa¢ biatka [41].
Proces peroksydacji i generowanie 4-HNE Ilub MDA prowadzi do niestabilnosci
i podwyzszonej przepuszczalnosci bton, a w koncu do $mierci komorki.

PL-0OO0O® + PL-OO*® — Nierodnikowe produkty rozpadu (3)
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Rysunek 3. Nieenzymatyczny i enzymatyczny proces peroksydacji lipidow. Do nieenzymatycznych
procesow peroksydacji lipidéw zalicza sie reakcje Fentona, gdzie Fe?* jest utleniane do Fe** poprzez reakcje
z H20: i generuje wysoce reaktywne rodniki OH®. Enzymatyczna peroksydacja lipidow obejmuje: (i)
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lipooksygenazy (LOX), ktore generujg wodoronadtlenki lipidow, oraz (ii) peroksydaze glutationowqg 4
(GPX4), ktora redukuje reaktywne wodoronadtlenki lipidéw do niereaktywnych alkoholi lipidowych, co
przerywa tanicuchowq reakcje wolnych rodnikow i hamuje peroksydacje lipidow. Rysunek z [41].

Zanim jednak reakcja Fentona bedzie miata miejsce, musi zosta¢ aktywowanych kilka szlakow
sygnatowych, ktore powinny przebiec w okres$lony sposob (Rys. 2, czarny przerywany ksztalt).
Szlak metaboliczny Zelaza rozpoczyna sie gdy Fe3* dostaje sie do komorki przez biatko blonowe
zwane receptorem transferyny 1 (TFR1) i jest przeksztalcane w Fe?* przez reduktaze Zelaza.
Niestabilna forma zelaza Fe?* jest nastgpnie uwalniana do labilnej puli zelaza (ang. labile iron
pool, LIP) w cytoplazmie przez biatko transportujgce DMT1 (ang. divalent metal transporter 1).
Tutaj, biatko STEAP3 (ang. six-transmembrane epithelial antigen of prostate 3
metalloreductase) redukuje Fe** umozliwiajac DMT]1 jego eksport. Nadmiar jonow zelaza moze
byé przechowywany w ferrytynie w postaci Fe®" lub pozostaé w formie wolnej, bedac
uwalnianym przez bialko blonowe ferroportyng (FNP), aby utrzymaé labilng pule Zelaza na
niskim poziomie i tym samym unikna¢ toksycznosci dla komorek [38, 42]. HSPBI1 dziata jako
negatywny regulator ferroptozy, zmniejszajac wychwyt zelaza i peroksydacje¢ lipidow [43]. Kilka
innych czynnikéw moze dodatkowo wplywac na gtéwny szlak regulacyjny zelaza, m.in. NRF2
(ang. nuclear factor like 2), ktory jest modulatorem sygnatow zwigzanych z zelazem [44] czy
(NCOA)4 (ang. nuclear receptor co-activator), ktory posredniczy w degradacji ferrytyny [45].

Szlak Metaboliczny Utleniania Lipidow. Zelazo jest wykorzystywane do syntezy metaloprotein
takich jak hemoglobina (transport tlenu) czy cytochromy (nosniki elektronéw), do tworzenia
organicznych (np. grupa hemowa) lub nieorganicznych kofaktorow (np. klastry Fe/S) [10].
Poniewaz zelazo Fe®* jest slabo rozpuszczalne w neutralnym pH [46] organizmy zywe
wyksztalcity umiejetno$¢ umozliwiajacg zwigzanie zelaza z biatkami. Takie biatka okresla si¢
mianem biatek niehemowych [47]. Sg to np. transferryny, ktore stuzg do transportu zelaza
niehemowego [48] lub lipooksygenazy [49], ktdre katalizujg utlenienie PUFA do PL-OOH
bedacych ferroptotyczny sygnatem $mierci komorki. Lipooksygenazy sa gtownym obiektem
niniejszych badan, a ich mechanizmy zaliczane sg do enzymatycznego aspektu ferroptozy.

Lipoksygenazy (LOXS) sa niehemowymi enzymami zawierajacymi zelazo, ktore moga
katalizowa¢ utlenianie wolnych (np. kwas arachidonowy, AA) [50] lub zestryfikowanych PUFAS
[H1] [PUFA-PLs; np. fosfatydyloetanolamina (SA-PE) lub kardiolipina (CL)] [10] do ich
odpowiednikéw wodoronadtlenkowych, tzn. PUFAs do ktérych przytaczony zostat O>
w tancuchu fosfolipidowy w miejscu C-H otoczonym wigzaniami podwdjnymi w formie cis
(wyroznione na zielono, Rys. 4).

Reakcja katalityczna LOXs obejmuje cztery etapy (Rys. 4):

0] odrywanie wodoru z bisalilowego wegla metylenowego PUFA przez kofaktor
Fe(IIT)-OH, co daje Fe(IT)-OHa tworzac przy tym rodnik kwasu ttuszczowego (PL*),

(i) reorganizacje rodnika wzgledem innego centrum weglowego,

(iii)  przylaczenie tlenu czasteczkowego (O2) do przegrupowanego rodnika weglowego
i utworzenie przez to peroksydowego rodnika fosfolipidowego (PL—OOQO°®)
zwigzanego z przegrupowanym weglem,

(iv)  redukcje rodnika nadtlenowego do odpowiadajacego mu anionu (PL-OOH) [51-
53]. Produkty takie moga powodowac¢ uszkodzenia warstwy lipidowej btony [49].
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Rysunek 4. Schematyczny diagram reakcji katalitycznej LOX. LOX katalizuje wprowadzenie tlenu
czgsteczkowego do PUFA. Prowadzi to do powstania odpowiednich wodoronadtlenkow lipidow
w czterech etapach: (1) odrywanie wodoru, (2) reorganizacja rodnika na inne centrum weglowe, (3)
wstawienie tlenu do zmienionego centrum rodnika weglowego oraz (4) redukcja rodnika
ponadtlenkowego. Zmodyfikowany rysunek z [51].

Nalezy zauwazy¢, ze w sktad lipidow komdrkowych wchodza tysigce roznych typow lipidow,
ktore roznig si¢ pod wzgledem ilosci, lokalizacji i funkcji. W rzeczywistosci, im wyzsze stezenie
PUFAs w komorce, tym bardziej rozlegte uszkodzenia moga by¢ spowodowane przez proces
peroksydacji lipidow, ktory moze by¢ rézny w zaleznosci od chordb i typu narzadow/tkanek [49].
Wolne PUFAS sg substratami w tych reakcjach. Jednak w niektdrych przypadkach, takich jak
fosfatydyloetanoloamina (PE), najpierw muszg by¢ zestryfikowane z fosfolipidami btonowymi,
aby mogly by¢ dalej utlenione w celu przekazania sygnatu ferroptotycznego [2]. W proces ten
zaangazowane sg dwa biatka, ACSL4 (ang. acyl-CoA synthetase long-chain family member 4)
oraz LPCATS3 (ang. lysophosphatidylcholine acyltransferase 3), ktore uczestnicza w biosyntezie
i przebudowie PUFAs w reakcjach estryfikacji [49] (Rys. 2b, niebieska linia przerywana).
Estryfikowane PUFAS-PE moga by¢ dalej utleniane przez LOXs, ktore wiaza tlen czasteczkowy
do centrum zelaza i przeksztalcaja PUFAS w aktywna forme w celu indukowania ferroptozy
w komorkach [54]. Peroksydacja PUFAs generuje rozne produkty utleniania, a niektore z nich
sg wysoce cytotoksyczne i patogenne [10].

Rodzina LOX u ssakow jest kodowana przez szes¢ funkcjonalnych genéw [12, 36, 51], ktore
okresla si¢ mianem lipooksygenazy kwasu arachidonowego (ang. arachidonic acid
lipoxygenase, ALOX). Istnieje szes¢ ludzkich izoform LOX (E3-LOX, 5-LOX, 12-LOX-1,
12-LOX-2, 15-LOX-1, 15-LOX-2), ktore sa skategoryzowane pod wzgledem ich
specyficznosci utleniania PUFAs [55]. Liczba przy nazwie biatka wskazuje bowiem numer
atomu wegla w tancuchu sn-2 PUFA, przy ktorym najczesciej wstawiany jest tlen.

Warto wspomnie¢, ze w regulacje ferroptozy zaangazowany jest rowniez szlak P53-SAT1-
ALOX15 [56]. SAT1 (ang. spermidine/spermine N1-acetyl transferase 1) jest enzymem i celem
transkrypcyjnym P53, ktérego indukcja jest skorelowana z poziomem ekspresji 15LOX, a
indukcja ferroptozy przez SAT1 jest znaczaco thumiona w obecnos$ci inhibitora 15LOX [2, 56].
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Szlak Metaboliczny Glutationu. Komorki wyposazone sg w szereg mechanizmow
umozliwiajacych im ucieczke przed $miercig [57, 58]. W ferroptozie glowny mechanizm tego
typu zwigzany jest z biatkiem peroksydaza glutationowg 4 (GPX4), ktdra odgrywa kluczows role
w regulacji ferroptozy poprzez redukcje toksycznych wodoronadtlenkow lipidow (PL-OOH) do
nietoksycznych alkoholi lipidowych (PL—OH). Pozwala to ograniczy¢ propagacje peroksydacji
lipidow w obrebie btony (Rys. 5) [39, 59, 60]. U ludzi wyst¢puje Kilka form biatka GPX (GPX1-
8). Roznig si¢ one pelnionymi funkcjami, lokalizacja w obrebie komorki i specyficznoscig
wzgledem substratow [61, 62]. W poréwnaniu z innymi enzymami GPX, GPX4 jest wyjatkowy
W swojej zdolnosci do redukcji duzych organicznych nadtlenkow, w tym wielonienasyconych
lipidow i steroli [39] zapobiegajac tym samym akumulacji lipidowych ROS [11, 28]. GPX4 jako
kofaktor wykorzystuje glutation (tripeptyd zlozony =z trzech aminokwasow: kwasu
glutaminowego, cysteiny i glicyny), bedacy najobficiej wystepujacym tiolem w komoérkach
zwierzecych [63]. Glutation istnieje w stanie zredukowanym (GSH) i utlenionym (GSSG) i jest
katalizowany przez GPX4 w nastepujacej reakcji:

2 GSH + PL-OOH — GSSG + PL-OH + H,0 (4)

Reakcja ta zachodzi w miejscu aktywnym GPX4 utworzonym przez selenocysteing, glutaming
I tryptofan (triada Kkatalityczna). Glutation oscyluje miedzy stanem utlenionym
i zredukowanym. Cykl katalityczny GPX4 rozpoczyna si¢, gdy aktywny selenol (Se—H) jest
utleniany przez nadtlenki substratdbw do kwasu selenowego (Se—OH). Nastepnie pierwsza
czasteczka GSH jest wykorzystywana do redukcji do posredniego selenodisiarczku (Se—SG),
ktory jest dalej redukowany przez druga czasteczke GSH, uwalniajac czasteczke GSSG [36,
39] (Rys. 5). GSSG moze zosta¢ zregenerowany do postaci GSH przez enzym reduktaze
glutationowa [22, 64], ktora wykorzystuje NADPH jako Zrodto elektronow [65].

? PL-OOH PL-OH ?
JJ‘?-OOH v ﬂ?—OH
Enzym GPX4 [ise

Zredukowany glutation /\ Utleniony glutation

(GSH) HoftW (GSSG)
o} o SHH o oHN\fO NH,

HOWN I\|\/lt{:)H HQJ\_/\/U‘H/'\/S S/\_/N\n/\/\n/OH
NH, o} NH, o;“N o]

Reduktaza glutationowa

NADP+ NADPH

Rysunek 5. Reakcja enzymatyczna GPX4. Zmodyfikowany rysunek zaczerpniety z [39].

Wplyw na wytwarzanie glutationu ma pozakomorkowa cystyna, ktora jest wymieniana na
wewnatrzkomoérkowy glutaminian w stosunku 1:1 przez System Xc¢~ (ang. plasma membrane
cystine/glutamate antiporter, Rys. 2). Nastepnie jest ona przeksztatcana w cysteing, ktora jest
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niezbedna do wytwarzania GSH. Zahamowanie wychwytu cysteiny prowadzi do
nagromadzenia produktéw peroksydacji lipidéw [66]. W zdrowych komorkach ponad 90%
catkowitej puli glutationu wystepuje w formie zredukowanej (GSH) [67], a stosunek GSSG do
GSH sugeruje poziom komdorkowego stresu oksydacyjnego [68]. Ze wzgledu na wiodacg role
GPX4 w katalizowaniu redukcji nadtlenkow lipidow w reakcji zaleznej od glutationu, jest on
okreslany mianem kluczowego regulatora ferroptozy.

Dodatkowe szlaki i regulatory ferroptozy. Ostatnie lata przyniosty dynamiczny wzrost
zainteresowania procesem ferroptozy [69]. Wida¢ to po liczbie artykutow naukowych, ktore sg
publikowane kazdego roku (Rys. 6). Od odkrycia ferroptozy w 2012 roku przez grupe B. Stockwella
do listopada 2022 roku opublikowano tacznie 5031 artykutow, co sprawdzitam wyszukujac hasto
"ferroptosis” w abstraktach w bazie Web of Science. Wysitek naukowcoéw zglebiajacych proces
ferroptozy daje wglad na nowe regulatory oraz udzial innych, nowych szlakéw metabolicznych
skorelowanych z tym procesem. Niektore z nich zostang opisane w tym paragrafie.
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Rysunek 6. Roczna liczba publikacji dotyczgcych procesu ferroptozy. Wykres wygenerowany na
podstawie informacji zawartych w bazie Web of Science (z dnia 22 1X 2022 roku).

Sciezka Metaboliczna CoQ. Poza trzema gtéwnymi $ciezkami metabolicznymi opisanymi
powyzej, naukowcy wecigz znajduja nowe zaleznosci pomiedzy ferroptozg, a innymi
komponentami systemu komorkowego. Ostatnio stwierdzono, ze ferroptoza niezalezna od
glutationu moze by¢ zatrzymana przez niedawno zidentyfikowane biatko FSP1 (ang.
ferroptosis suppressor protein 1) [70, 71]. FSP1 zawiera N-myristoylowang reszte
(modyfikacja lipidowa), ktéra umozliwia przytaczenie do btony plazmatycznej oraz domeng
oksydoreduktazy flawoproteinowej (ang. flavoprotein oxidoreductase domain) wymagana do
hamowania ferroptozy. FSP1 redukuje koenzym Q10 (CoQ10) do ubichinolu (CoQ10-Hz, Rys.
2), ktory dalej blokuje peroksydacje lipidow dziatajac jako putapka na rodniki peroksylowe
lipidow [1, 70]. CoQ1o jest mobilnym lipofilnym nosnikiem elektronow, ktory syntetyzuje
rozpuszczalne w lipidach antyoksydanty [72]. Jednak sam CoQ1o nie wystarcza do zatrzymania
propagacji nadtlenkéw lipidow, chyba ze jest utrzymywany w stanie zredukowanym jako
CoQ10-H2 , a wtedy mozna go wykorzysta¢ W nastepujacy Sposob [73]:

CoQ1o-Hz2+ PL-00* — CoQuo* + H* + PL-OOH (5)

Produkt tej reakcji, rodnik ubisemichinonu-10, Q10®", moze dalej wptyna¢ na kolejny rodnik
W nastepujacy sposob:

CoQ10* + H" +PL-00°®* — CoQ1o+PL-OOH (6a)



2 CoQ10* + 2 H" — CoQi0-H2+ Q1o (6b)

FSP1 moze bezposrednio redukowac utleniony CoQ1o do stanu zredukowanego, wykorzystujac
NADH jako kofaktor [70]. Bersuker i wspofpracownicy zasugerowali, ze mechanizm ochronny
FSP1 moze by¢ wtorny do mechanizmu wykorzystujacego GPX4, a nawet sporadycznie stajac
si¢ pierwotng formg w pewnych warunkach [1].

Syntaza tlenku azotu. Indukowana syntaza tlenku azotu (iNOS) generuje czasteczki NO [13],
ktorych reaktywno$¢ wobec roéznych posrednich form peroksydacji lipidow zostata odkryta juz
ponad 30 lat temu [14]. W naszych badaniach wykazalismy, ze czgsteczki NO hamuja
peroksydacje lipidow generowang przez kompleks lipooksygenazy z biatkiem PEBP1 [H5-
H6]. Opis tego odkrycia zostanie przedstawiony w paragrafie Wyniki.

Fosfolipaza iPLA2f. Nasze ostatnie badania wykazaty, ze fosfolipaza iPLA2B (ang. Ca®*-
independent phospholipase A2f) moze hydrolizowac¢ peroksydowane fosfolipidy, ktore sa
generowane przez lipooksygenazy. Oznacza to, ze iIPLA2p moze wyeliminowaé sygnat Smierci
komorki na drodze ferroptozy [H8]. Opis tego odkrycia zostanie przedstawiony w paragrafie
Wyniki.

IV. 3.2. Metody uzyte do uzyskania wynikow skladajacych si¢ na osiagniecie naukowe

W trakcie realizacji niniejszych badan wykorzystano r6zne metody biofizyki obliczeniowej [74]
i narzedzia bioinformatyczne [75] do symulowania fizycznych oddziatywan i dynamiki uktadow
biologicznych zaangazowanych w proces ferroptozy. Wyniki uzyskane metodami obliczeniowymi
zostaty potwierdzone przez badania eksperymentalne uzyskane przez wspotpracownikow z USA,
gléwnie przez grupy prof. V. Kagana i prof. H. Bayir z Uniwersytetu w Pittsburghu. Tylko
najczescie] wykorzystywane metody obliczeniowe, ktore przystuzyty si¢ do uzyskania wynikow
sktadajgcych si¢ na niniejsze osiggniecie zostaty ponizej krotko scharakteryzowane. Opisy technik
eksperymentalnych nie zostang uwzglednione w niniejszym opracowaniu.

Dokowanie molekularne. Dokowanie molekularne (ang. molecular docking) [76-79] jest
metodg pozwalajgca na przewidywanie preferowanej orientacji jednej molekuty (ligand: biatko
lub zwigzek chemiczny) wzgledem drugiej (receptor: biatko) w oparciu o ugruntowane funkcje
oceniajagce, ktdre wartosciujg oddziatywania fizyczne w celu przewidywania stabilnego
kompleksu [76, 77]. Oba podejscia, tzn. dokowanie biatko-biatko i dokowanie biatko-ligand,
zostaly zastosowane w niniejszych badaniach do przewidywania struktur kompleksow
biatkowych takich jak 15LOX-1/PEBP1 i 15LOX-2/PEBP1 [H1], jak rowniez poczatkowej
pozycji substratow (PUFAs i PL-PUFAs) [H2, H6] i inhibitora ferroptozy — ferrostatyny-1
[H7]. Modele PEBP1/15LOXs (15LOX-1i 15LOX-2) z/bez substratow byty obszernie zbadane
przez nasz zesp6l, wykorzystujac zardéwno podejscie eksperymentalne, jak i obliczeniowe, co
pozwolito na dokonanie kolejnych przetomowych obserwacji zwigzanych z procesem
ferroptozy [H4-H7].

Symulacje dynamiki molekularnej (MD). Pelno-atomowa klasyczna MD jest
standardowa metoda stosowang od konca lat 70-tych [80, 81] w biofizyce i biochemii do analizy
fizycznych ruchdw atomow i zespotow czasteczek [82, 83]. Metoda ta polega na iteracyjnym
numerycznym obliczeniu chwilowych sit obecnych w ukladzie biomolekularnym,
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powodujacych ruch atoméw w odpowiedzi na ich oddzialywania molekularne zgodnie
z klasycznymi réwnaniami ruchu Newtona (wz. 7), ktore opisujg przyspieszenie atomu i
0 masie m; wzdtuz wspoétrzednej ri w czasie t.

= d’n(D) . @)

FE=m; 0z i=12,..,N

Symulacje MD bazujg na znajomosci energii uktadu w funkcji wspotrzednych atomowych.
Wyjsciowe wspotrzedne sg uzyskiwane przez techniki eksperymentalne tj. NMR,
krystalografia czy cryo-EM. Liczne wspoétrzedne struktur biatkowych sg zdeponowane
i ogblnodostepne w bazie Protein Data Bank (PDB) [84] i mogg by¢ pobrane jako tzw. pliki
PDB. Ogolne podej$cie polega na wyznaczeniu sit dziatajacych na kazdy atom, ktore sa
zwigzane z gradientem potencjatlu V wzglegdem pozycji atomow r (wz. 8) i moga byé
wykorzystane do obliczenia ewolucji uktadu w funkcji czasu.

E): _ﬁr'iV(Fli"'iFN) (8)

Funkcje energii zawieraja wiele sparametryzowanych elementdw sprecyzowanych w ciggu
ostatnich 50 lat na podstawie badan eksperymentalnych i/lub kwantowo-mechanicznych.
Ciagle udoskonalenia doprowadzity w koncowym efekcie do powstania zbioru funkcji
i zwigzanych z nimi parametrow stosowanych do wigkszych struktur biologicznych. Okresla
si¢ je mianem pola sitowego. CHARMM, GROMACS, OPLS, AMBER to nazwy tylko Kkilku
z nich. Pomimo réznic, wszystkie pola sitowe sktadaja si¢ z wyrazen okreslajacych
oddzialtywania wigzace i niewigzace (Rys. 7) migdzy atomami. Oddziatywania wigzgce dotycza
wigzan i roznego rodzaju katOw w strukturze biatka, natomiast oddzialywania niewigzace
okreslaja oddziatywania dtugozasiggowe, tj. oddziatywania elektrostatyczne i van der Waalsa.

Oddzialywania wigzace Oddzialywania niewigzace
i , N f P _ A\
E = hzi K(r- req)2 g ZMKH(G = Geq)z I ,-,,2,., > [1+ cos(ng —y)] + Z [ ﬁ - R—,’, + j]
r
- ° O 00 ®
o0 o5° o4 @ ol
¢ R @

Rysunek 7. Klasyczne pole sitowe stosowane w symulacjach MD. Zmodyfikowany rysunek z [85].

W celu uzyskania ewolucji w czasie potozen r i predkosci v dla kazdego atomu
w symulowanym uktadzie stosuje si¢ metody numeryczne. Najczesciej stosowany jest algorytm
Verleta [86], ktdry spetnia wszystkie wymagania stawiane schematowi numerycznemu
rozwigzywania rownan ruchu — jest wydajny numerycznie, stabilny i doktadny.

P(t + At) = 7(b) + B()At + %d(t)Atz )

v(t + At) = v(t) + %At[d(t) + a(t + At)] (10)
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1
ac) = — — 7V (#(1)) (11)
7 - potozenie atomu, t - czas, At - krok czasowy, v - predko$¢, a - przyspieszenie

Predkosci poczatkowe sa zwykle przypisywane losowo na podstawie rozktadu Maxwella-
Boltzmanna dla danej temperatury. Zalezno$¢ pomiedzy temperaturg a predkosciami atomow
w uktadzie opisana jest poprzez rownanie (12) dla energii kinetycznej oraz zasady ekwipartycji
energii (Kinetycznej):

N
1
EZ mv? = = NkgT (12)

kg - stata Boltzmanna, N - liczba atomdw, T - temperatura,
m;j - masa i-tego atomu, vi - predkos¢ i-tego atomu.

Po wyznaczeniu struktur i scharakteryzowaniu uktadu fizycznego pod wzgledem parametrow
modelu, symulacje MD s3 z powodzeniem wykorzystywane jako zrodio podpowiedzi do
dalszych badan dla eksperymentatorow, dostarczajac mozliwych wyjasnien dotyczacych
zjawisk zachodzacych na poziomie molekularnym.

Symulacje MD sg skutecznie wykorzystywane przez srodowisko naukowe w przypadku, gdy
uktady biologiczne zawieraja elementy standardowe. Trudno$¢ pojawia si¢ W przypadku
elementéw niestandardowych, zwlaszcza gdy stanowig one integralng czes$¢ uktadu biologicznego,
np. jon metalu w miejscu katalitycznym jak u lipooksygenaz. W takich przypadkach wymagana
jest zaawansowana wiedza nt. parametryzacji niestandardowych obiektéw oraz obliczen
kwantowo-chemicznych (np. przy uzyciu programu Gaussian i metody DFT B3LYP/6-31(d,p)),
ktore dostarczaja informacji o geometrii i fadunkach czastkowych uktadu. W moich badaniach
z powodzeniem zastosowatam symulacje MD do wyjasnienia dynamiki i fizycznych oddzialywan
roznych komponentéw uktadow biologicznych zaangazowanych w proces ferroptozy [H4-H8].
Niektore z nich wymagaly parametryzacji miejsca katalitycznego z jonem metalu (np. 15LOX-1
[H4], 15LOX-2 [H5-H7]) czy niestandardowych molekut, np. ferrostatyny-1 [H7], nadtlenkdw
lipidow [H8]. Bardziej szczegdétowe informacje na temat klasycznej MD mozna znalezé
w nastepujacych artykutach [83, 87, 88].

Modele Sieci Elastycznych (ENMs). ENMs (ang. Elastic Network Models) zaliczane sa do
modeli entropowych, ktore w ostatnich latach ujawnity niejednokrotnie swoje zdolnosci do
skutecznego uchwycenia dtugofalowej dynamiki uktadéw biologicznych, dostarczajac przy tym
wyjasnienia poczynionych obserwacji eksperymentalnych [89-91]. ENMs wykorzystuja
uproszczone jednolite potencjaly harmoniczne dla oddzialujagcych elementéw strukturalnych
biatka reprezentowanych przez atomy C* aminokwasow. W ENMs mozemy wyr6zni¢ dwa
rodzaje moddow: nisko- i wysokoczgstotliwosciowe (ang. low- and high-frequency modes), ktore
zapewniaja prosty 1 interpretowalny opis kolektywnego ruchu biatka. Wykazano, ze
niskoczestotliwosciowe mody normalne (tzw. mody globalne) odpowiadajg kooperatywnym
ruchom duzych fragmentow struktury biatkowe;j, ktore sa niezbedne dla funkcjonalnosci biatka.
Natomiast ich dalekosi¢zny charakter umozliwia allosteryczne oddzialywanie roznych,
przestrzennie oddalonych od siebie, czgsci struktury biatkowej [92-94].
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Istnieja dwa proste, a zarazem wydajne ENMs do przewidywania kolektywnej dynamiki
struktur biatkowych, ktore dobrze odpowiadajg obserwacjom eksperymentalnym. Jest to Model
Sieci Gaussowskiej (ang. Gaussian Network Model, GNM) wprowadzony przez prof. Ivet
Bahar i wspotpr. [95] oraz jego rozszerzenie do trzech wymiar6w opisane jako Model Sieci
Anizotropowej (ang. Anisotropic Network Model, ANM) [96]. Sie¢ GNM sktada si¢
z koralikow/weztow, ktdrych pozycja Rk jest reprezentowana przez atom C* dla kazdego
aminokwasu ze struktury biatka (Rys. 8A). Sprezyny tgcza aminokwasy znajdujace sie
w odlegloéci wartosci odcigeia re (np. 10 A). Dla dwoch weztow i oraz j istnieja wektory pozycji
réwnowagi, Ri® oraz R®, z ktérych mozemy otrzyma¢é wektor odlegtoéci rownowagi Rii°® (Rys.
8B). Wezly i1 odleglosci migdzyweztowe Rjj ulegajg fluktuacjom gaussowskim, ktore sg
okreslone jako AR dla wezta i i AR; dla wezta j. Zatem chwilowy wektor fluktuacji pomiedzy
weztami i 1 j przedstawia si¢ nastgpujaco: ARjj = AR - 4R; .

A

A

'

Rysunek 8. Koncepcja Modelu Sieci Gaussowskiej. (4) Reprezentacja struktury biatka z wezlami
odpowiadajgcymi atomom C* i sprezynami lgczqgcymi wezly w odleglosci funkcji odciecia. (B)
Schematyczne przedstawienie dwoch weztéw, i1 j, w koncepcji GNM. Zmodyfikowane z Wikipedii.

Energia potencjalna uktadu jest okreslana na podstawie teorii spr¢zystosci Flory'ego [97]
i modelu Rouse'a [98] dla polimeréw (wz. 13), gdzie y jest stalg sprezysto$ci jednakowsg dla

wszystkich sprezyn, a Tj jest ij-tym elementem macierzy Kirchhoffa kontaktow migdzy
aminokwasami (wz. 14-15).

N N
Vonm =g Z(AR]- —ARi)Zl = glz AR;T;;AR; =§ARFAR (13)
i,j i,j A
|
Stala sprezystosci I\/Iaci/erz Kirchhoffa I
1 -1 T AR, 1
-1 2 -1 | AR, |
%[ARl AR, AR; .. ARy_, ARy] -1 2 AR; | (14)
-1 2 -—1||ARN—
—1 1 1L ARy
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—Lifi#jand R;; <7,
0,if i#jand R;; > 7,

N
L - ) Lyifi=]

Jj#i

L= (15)

W przeciwienstwie do GNM, ktdry ogranicza si¢ do oceny $rednich kwadratowych
przemieszczen i korelacji krzyzowych pomigdzy fluktuacjami, gdzie ruch jest rzutowany na
przestrzen modoéw o N wymiarach, koncepcja ANM pozwala na ocen¢ preferencji
kierunkowych poprzez dostarczenie trojwymiarowych opiséw 3N-6 wewnetrznych modow.
Dlatego w ANM stata sprezystosci uktadu opisana jest przez Hessian H (ang. Hessian matrix),
macierz sktadajaca si¢ z drugich pochodnych czastkowych potencjatu V (wz. 16).

(16)

\ 0%V 9%V 9%V ]
\ 0X,0X; 0X;0Y; 0X,0Z
\ o2V 9 %
| Y larex; avay, oYz
\ o2v. 9V o
02,0X; 0Z;0Y, 07,07

Wiecej szczegdtow dotyczacych koncepcji GNM i ANM mozna znalezé w obszernych
artykutach przegladowych [95, 99-105].

Na podstawie koncepcji ENMs mozemy uzyskac¢ rdzne rodzaje analiz, ktére z powodzeniem
zostaty wykorzystane do uzyskania wynikéw przedstawionych w niniejszym osiagnigciu, np.:

e Korelacja krzyzowa pomigdzy ruchami aminokwaséw (wz. 17) jest okreslona przez macierz
Kirchhoffa (macierz tacznosci, I'ij, NXN w GNM) do analizy struktur biatkowych w celu
uzyskania informacji o ich wiasciwosciach dynamicznych i przewidywania regionéw, ktore
beda wykazywaly silnie skorelowane (wartosci ~0,7 do 1) i antyskorelowane (-0,75 do -1)
ruchy. Regiony nieskorelowane (wartosci ~0) nazywane sg miejscami zawiasowymi
i odgrywajg istotng rolg W przewidywaniu potencjalnych miejsc wigzania inhibitorow, ktore
moga wplywac na kolektywne ruchy biatka, prowadzac tym samym do utraty jego funkc;ji.
Podejscie to pomaga w identyfikacji potencjalnych miejsc allosterycznych [H1, H3-H4][A3].

¢ Skanowanie reakcji na zaburzenie (ang. Perturbation Response Scanning, PRS), zaadoptowane
do GNM (wz. 18-19), oparte jest na teorii odpowiedzi liniowej [106], pozwala na oceng
przemieszczen aminokwasow w odpowiedzi na sity zewnetrzne F w celu przewidywania
efektywnosci 1 wrazliwosci aminokwasow na allosteryczng transdukcje sygnatu w strukturze
biatka [107-109][H4][A3]. Najsilniejsze efektory mogg by¢ interpretowane jako elementy
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sprawujace globalng kontrole nad propagacja sygnatow allosterycznych do partnera
(biatka/liganda). Najsilniejsze sensory okreslajg efektywne odbiorniki sygnatéw allosterycznych
biorgcych udziat w realizacji allosterycznych zmian strukturalnych. W tej metodzie, i-ty element
ARi oznacza przesunigcie i-tego aminokwasu z jego potozenia rownowagi w odpowiedzi na
wywierang site F. Nastepnie oceniamy odpowiedz AR; wszystkich aminokwasow na
jednostkowg site przytozong do j-tego aminokwasu za pomocg operacji, I'™* Fj, gdzie Fj sktada
sie¢ ze wszystkich zer z wyjatkiem j-tego elementu, ktory jest rowny jeden. Powtarzajac te
procedure (skanujgc) dla wszystkich miejsc otrzymuje si¢ macierz odpowiedzi [H4].

Zaburzenie Odpowiedz ukladu

N 7
Yy 'I'F = AR (18)
1 AR, 1
IFZ | | ;|
yirt| Fs |=| ARs | (19)

[
I
I
I
[FN 1J IARN 1J
ARy
e Dynamika sygnaturowa (SignDy) stuzaca do oceny charakterystycznych cech dynamiki catej
rodziny biatek oraz do klasyfikacji biatek na podstawie ich kolektywnej dynamiki [110][H4].

e Obliczenia sztywnosci mechanicznej (MechStiff) w celu okreslenia odporno$ci mechanicznej
na site zewnetrzng tzn. zadanie jednoosiowych naprezen przytozonych do okreslonych par
aminokwasow w strukturze biatka. Koncepcja ta wykorzystuje ANM do skonstruowania
mapy odpowiedzi mechanicznej wszystkich par aminokwasow w danym biatku jako
odpowiedz na deformacje jednoosiowg. Metoda ta jest wprowadzona i szczegdtowo opisana
w [105], a jej zastosowanie do struktury biatkowych mozna znalez¢ w [H4, A4].

ProDy. Analiza stosowana do uzyskania wynikow mojego osiagniecia habilitacyjnego zostata
napisana m.in. w jezyku Python w pakiecie ProDy [111, 112][A6]. Jako postdoc w grupie prof. Ivet
Bahar uczestniczytam w rozwoju tego pakietu [A4-A6], ktory jest obecnie szeroko
wykorzystywany przez srodowisko naukowe (>2,3 mln pobran). Napisatam >2 200 linii kodu, ktore
zostaty wlaczone do programu ProDy (dane Github), oraz >50 000 linii kodu, ktore zostaty
wykorzystane w niezaleznych skryptach udostgpnionych innym naukowcom, m.in., poprzez
Supplementary Materials w opublikowanych publikacjach.

1VV.3.3. Wyniki i opis publikacji

Osiagniecie habilitacyjne dotyczy enzymatycznych aspektow programu przemian
w komorce zwanego ferroptoza, a skupia si¢ gtdéwnie na lipooksygenazach (LOXs) dajgcych
najwickszy wktad w generowanie nadtlenkow lipidow powodujacych masywna peroksydacje
lipidow i uszkodzenia bton w tym procesie. Osiagnigcie obejmuje dwa gtdwne Kierunki/cele:

A. rozszyfrowanie molekularnych podstaw ferroptozy zwigzanych z peroksydacija lipidow
generowang przez lipooksygenazy 15LOXs, oraz

B. hamowanie procesu ferroptozy poprzez dziatanie na struktur¢ 15LOXs lub produkty
tego enzymu.
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Bazujac na tym podziale (A/B), omowi¢ prace w grupach tematycznych dotyczacych
identyfikacji molekularnych mechanizméw ferroptozy na poziomie atomowym oraz badan
inhibicji z wykorzystaniem (i) tlenku azotu, (ii) najpowszechniejszego inhibitora ferroptozy —
ferrostatyny-1 oraz (iii) fosfolipaz uczestniczacych w hydrolizie wodoronadtlenkow
lipidowych, ktore sg generowane przez ludzki kompleks 15LOX z PEBPL1.

A. Poznanie podstawowych mechanizmdw procesu ferroptozy

Ludzkie lipooksygenazy. Szereg badan eksperymentalnych z nokautem LOX (LOX
w formie nieczynnej) dato kontrowersyjne wyniki, ktore tylko czesciowo potwierdzaty udziat
lipooksygenaz [113, 114] w procesie ferroptozy, sugerujac, ze do peroksydacji PUFA-PL
potrzebny jest jeszcze inny czynnik. Rzeczywiscie, w pracy [H1] wykazaliSmy, ze ferroptoza
jest programem $mierci komorkowej uruchamianym poprzez selektywne utlenianie SA-PE
przez 15-lipooksygenazg (izoformy: 15LOX-1 i 15LOX-2) zwigzang z biatkiem PEBP1
i dopiero ten kompleks biatkowy stymuluje proces ferroptozy [H1].

PEBP1 jest bardzo waznym biatkiem regulatorowym, ktore jest zaangazowane w rozne
rodzaje programow RCD [115]. W licznych badaniach wykazano, ze PEBP1 oddziatuje nie
tylko z lipidami [116, 117] lub matymi czasteczkami [118], ale takze z wieloma biatkami
zwigzanymi z RCD, takimi jak RIP3 (nekroptoza [115]), Raf-1 (nekroptoza [115]), i LC3
(autofagia [119][A1]). Nasze badania pokazaty istotnos¢ PEBP1 w mechanizmie regulacyjnym
jeszcze innego procesu RCD — ferroptozy — w komoérkach nabtonka drég oddechowych
w astmie, komorkach nabtonka nerek w niewydolno$ci nerek oraz w urazach mézgu [H1].
Odkryli$my, ze po zwigzaniu PEBP1, ludzka 15LOX zmienia swoja specyficzno$¢ substratowa
z klasycznego substratu LOXSs, tj. wolnego PUFA [51] (AA) na zestryfikowany PUFA-PL
(SA-PE) w celu wygenerowania hydroperoksy-PE (zwanego réwniez 15-HpETE-PE), ktory
jest wykorzystywany jako sygnal $§mierci komorkowej w ferroptozie [H1].

Aby zapewni¢ wglad na poziomie molekularnym w dziatanie réznych komponentow
maszynerii ferroptozy, zastosowatam narzedzia molekularnej biofizyki obliczeniowej do
wygenerowania modeli strukturalnych ludzkiego kompleksu 15LOX/PEBP1 przy uzyciu
symulacji dokowania molekularnego [H1]. Przewidywanie modeli fizycznych kompleksu
ludzkiego 15LOX/PEBPI1 dostarczylo szczegotowych informacji na temat ich interfejsow
wigzacych i ich fizycznych oddziatywan w obrebie par aminokwasow (Rys. 9A (15LOX-1
(g6rny panel) i 15LOX-2 (dolny panel)) [H1]. Informacje te zostaty nast¢pnie wykorzystane
do zaproponowania potencjalnych mutacji (np. P112E w PEBP1) i modyfikacji (obcigcie helisy
C-koncowej, Rys. 9, dolny panel) w strukturze biatka PEBP1 w celu weryfikacji
zaproponowanego modelu komputerowego. Badania mutagenetyczne zostaty przeprowadzone
przez wspotpracownikoéw z Uniwersytetu w Pittsburghu [H1].
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Bialka sg obiektami dynamicznymi, ktore ulegaja przemianom strukturalnym. Sa one
kluczowe dla ich funkcji, ale nie s3 w pelni uchwycone przez badania eksperymentalne
(krystalografia, NMR), ktore dostarczaja jedynie niewielkiej liczby p6z strukturalnych. Chcac
uzyska¢ informacje o dalekosi¢znej dynamice kompleksu 15LOX-1/PEBP1, uzytam modeli sieci
elastycznych (GNM i ANM) w celu dostarczenia mozliwego wyjasnienia, dlaczego
specyficznos$¢ substratowa 15LOX-1 moze si¢ zmieniaé po zwigzaniu z biatkiem PEBP1. Moje
przewidywania metodg ANM sugeruja, ze po zwigzaniu biatek, 15LOX-1 zyskuje nowy mod
globalny, ktory moze zmieni¢ specyficzno$¢ enzymu. Mod ten nie jest natomiast dostgpny dla
wyizolowanego 15L0X-1 (Rys. 9Ba, Wideo w [H1]). Dokowanie molekularne zastosowane do
kompleksu 15LOX-1/PEBP1 zmieniajacego konformacje wedle przewidzianego modu ANM
wykazato roznice w wigzaniu SA-PE i jego dostgpnosci wzgledem nowych miejsc wigzania
ulokowanych blizej miejsca katalitycznego (rézowe owale, Rys. 9Bb). Ponadto, zauwazyliSmy
w analizie GNM, ze tworzenie kompleksu ma wplyw na wzgledne ruchy poszczegdlnych
regiondw 15L0OX-1, w przeciwienstwie do izolowanego 15LOX-1 (Rys. 9Bc).

Nastepnie zbadali§my wptyw PEBP1 na enzymatyczne utlenianie wolnych AA. W nieobecnosci
PEBP1, 15LOXs wykazujg wyzsza aktywno$¢ wobec wolnego AA niz wobec SA-PE [H1].
Wszystko zmienia si¢ w obecnos$ci PEBP1. Dlatego tez zbadalismy zdolnos¢ PEBP1 do wiazania
AA, wykorzystujac jego dwa modele, strukture natywna (WT) i mutanta (Y176X z usunictg helisa
C-konca od Y176), z uwzglednieniem podejscia eksperymentalnego i obliczeniowego. Badania
eksperymentalne wykryly trzy, szes$¢ i dziewie¢ miejsc wigzacych dla WT PEBP1. Dlatego tez
wytypowatam az dziewig¢ mozliwych miejsc wigzacych, ktore zostaty dodatkowo zweryfikowane
przez pelno-atomowe symulacje MD (7 p6z pozostato stabilnie zwigzanych z PEBP1) [H1].
Eksperymenty wykazaty, ze usuni¢cie C-koncowej helisy PEBP1 znacznie zmniejsza wigzanie
AA, co sugerowaly rowniez badania obliczeniowe dla Y176X PEBPI1 (rysunki®: Fig.6F, Fig.
S6A,C; dostepne w [H1]). W tych badaniach moja praca ukierunkowywata i wspierata badania
eksperymentalne poprzez dostarczenie molekularnego wyjasnienia mechanizmow, ktére moga
zachodzi¢ w wyzej wspomnianych uktadach biochemicznych.

Nasza kolejna praca [H2] dostarczyta potencjalnego wyjasnienia, dlaczego enzymatyczny
kompleks 15LOX-2 i PEBP1 wybiera substrat SA-PE sposrod ~100 innych mozliwych do
utlenienia fosfolipidéw btonowych. By odkry¢ selektywne i sprecyzowane mechanizmy
specyficznosci katalitycznej, zastosowaliSmy lipidomike, analiz¢ mutacyjng 1 biofizyke
obliczeniowa. Badania wykazaly, ze sa one zwigzane z (i) reaktywnoscig w kierunku tatwo
dostepnej btony z SA-PE, (ii) wzgledng przewagg gatunkow PUFA PE w porownaniu z innymi
PUFA oraz (iii) allosteryczng modyfikacja ludzkiego 15LOX-2 po zwiazaniu z biatkiem PEBP1.

Modelowanie komputerowe bylo zaangazowane W wyjasnienie allosterycznej modulacji
15LOX-2 po zwigzaniu z PEBP1 [H2]. Potaczytam tutaj dwa podejscia, tj. dokowanie
molekularne zapewniajace informacje o powinowactwie wigzania struktur (w tym przypadku
kompleksu 15LOX-2/PEBP1 i SA-PE) oraz analize ruchow kompleksu dajaca wglad
w kolektywne ruchy struktur biatkowych (15LOX-2/PEBP1). Celem badania byto pokazanie, jak
substrat wigze si¢ do miejsca katalitycznego 15LOX-2 w formie zwigzanej z PEBP1 ulegajace;j
zmianie konformacyjnej wedle modu ANM 1 (wideo w [H2]). Podejscie to zostato wykorzystane
do pokazania, ze nowy mod enzymu pojawia si¢ po zwigzaniu z PEBP1. ZaobserwowaliSmy przy

1 Odnosniki do rysunkéw kursywa w jezyku angielskim odnoszg si¢ do numeréw rysunkéw w publikacjach [H1-H8]
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tym ruch mobilnej helisy zmniejszajacej dostep do wejécia do miejsca aktywnego, co ograniczyto
dostep dla lipidow z duzymi glowami hydrofobowymi (Pl i PC), ale nie dla lipidéw PE [H2].

Bakteryjna lipooksygenaza. Pokazalismy, ze ferroptoza jest regulowanym programem
$mierci komorki, ktory moze by¢ uruchamiany poprzez selektywne utlenianie SA-PE przez
ludzki kompleks 15LOX/PEBP1 [H1-H2]. 15LOX sa szeroko reprezentowane w wielu
komorkach eukariotycznych [120, 121], jednak sg rowniez obecne w prokariotycznych
bakteriach [122, 123]. Z tego wzgledu zapoczatkowalismy badania obejmujace 15LOX
z bakterii Pseudomonas aeruginosa, Ktora jest uwazana za patogen o duzym znaczeniu
medycznym. Po pierwsze dlatego, ze wystepuje powszechnie w srodowiskach naturalnych, tj.
gleby, rosliny czy woda i wywotuje choroby nie tylko u ludzi, ale takze u rolin i zwierzat [124].
Po drugie dlatego, ze Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) wpisata P. aeruginosa na liste
priorytetow krytycznych ze wzgledu na jej zdolnosci infekcyjne i opornos¢ wielolekowa [125].

Wykazalismy w [H3], ze P. aeruginosa rozwingta zdolnos¢ do uzywania unikalnego enzymu,
15-lipooksygenazy (zwanego pLoxA lub PA-LOX), do przejmowania ferroptotycznego programu
$mierci komorki, tzn. wykorzystania wielonienasyconego SA-PE gospodarza do wywotywania
przechwyconej ferroptozy w komorkach nabtonka oskrzeli, co nie tylko niszczy barierg
nablonkowa, ale moze narusza¢ funkcje immunostymulujace [H3]. Co zaskakujace, ten typ bakterii
nie zawiera w swoim uktadzie PEBP1 ani lipidéw SA-PE, ale mimo to jest w stanie dokonywac
ekspresji pLoxA, utlenia¢ SA-PE gospodarza do 15-HpETE-PE i wywotywac ferroptoze u ludzi.
Eksperymenty na probkach wyizolowanych od pacjentow z uporczywymi infekcjami dolnych drog
oddechowych, dostarczone przez wspotpracownikow, wykazaty wysoki poziom utlenionego SA-
PE u pacjentow z mukowiscydoza [H3], u ktorych P. aeruginosa powoduje dlugotrwate,
przewlekle infekcje drog oddechowych, czesto trwajgce latami. Ten ewolucyjnie zachowany
mechanizm, wykryty w badaniach [H3], tj. ferroptoza inicjowana przez pLoxA moze by¢
potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu pacjentdw z patologiag mukowiscydozy, ktéra
stanowi najczgstszg autosomalng chorobe recesywng (populacja kaukaska; 1/3500 urodzen) [126].

Do wyjasnienia na poziomie molekularnym, dlaczego pLoxA moze wyzwala¢ ferroptoze bez
udzialu PEBP1 [H3] wykorzystalam podejscia bazujace na biofizyce obliczeniowej oraz modele
strukturalne bakteryjnego pLoxA i ludzkich komplekséw 15LOX/PEBP1. Na podstawie
szczegotowe] analizy dopasowania strukturalnego eukariotycznych i prokariotycznych struktur
15LOX, zidentyfikowatam charakterystyczne cechy ludzkich 15LOXs, ktore sg rowniez zachowane
w strukturze pLoxA i wymagane w procesie utleniania SA-PE, jednak niezauwazalne poprzez
tradycyjne dopasowanie sekwencji (Rys. 10A, zakonserwowane aminokwasy na niebiesko i Fig. S7A
w [H3]). Wykazalam réwniez, ze pomimo duzego podobienstwa strukturalnego modeli
prokariotycznych i eukariotycznych, pLoxA posiada dwie dodatkowe helisy, ktore sg nieobecne
w 15LOX ssakéw (Rys. 10B). Analiza modow normalnych przy uzyciu GNM sugerowata, ze
nadprogramowe helisy mogg stuzy¢ w pLoxA jako pokrywa i dodatkowo modyfikowa¢ organizacije
miejsca katalitycznego, aby faworyzowa¢ wigzanie bardziej masywnych substratow, takich jak SA-
PE zamiast AA, podobnie jak PEBP1 dla ludzkich 15LOXs (Rys. 10C). Ponadto pokazatam, ze
niskoczestotliwosciowy mod ANM (mod 1) uwidacznia przejscie pomiedzy strukturg zwigzang a
niezwigzang z substratem, uzyskang w badaniach krystalograficznych i zdeponowang w PDB (wideo
w [H3]). To dodatkowo pokazuje wiarygodnos¢ przewidywanych ruchéw/modéw przez ENMS.
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Rysunek 10. Dynamika i zakonserwowanie sekwencji struktury pLoxA oraz jej poréwnanie z formg
ludzkq. (4) Miejsce wigzgce ligand W strukturze pLoxA i poréwnanie pary Arg-Phe, reprezentowanej
przez bakteryjne i ludzkie LOXs. Struktura jest pokolorowana wedtug zakonserwowania sekwencji
(czerwono-biafo-niebieskie kolory) na podstawie cztonkow rodziny LOXs. (B) Strukturalne poréwnanie
pLoxA i ludzkich LOX (15LOX-1 i 15LOX-2). Strukturalne dopasowanie pokazuje brakujgcq p-barytke
bakteryjnego pLoxA i jego dwie dodatkowe a-helisy, (C) Poréwnanie globalnych ruchow GNM dla
pLOXA i 15LOX-1 zwigzanych z PEBPL. Rozktad ruchu dla poszczeg6lnych aminokwasow wzdfuz modu
1 uzyskany z analizy GNM kompleksu 15LOX-1/PEBP1 (lewy panel) i pLoxA (prawy panel) dzielgce
strukture na dwie domeny wykazujgce ruch antykorelacyjny. Aminokwasy w miejscach zawiasowych
(wartosci zblizone do 0, na bialo) sq zaznaczone. Skorelowane grupy aminokwasow sg pokazane na
czerwono lub niebiesko. Zrédio: [H3].

20



Nastepnie wykorzystatam dost¢gpne sekwencje rodziny LOXs z bazy Pfam [127] (>230
sekwencji LOXs; surowe dane przygotowane przez dr Jamesa Kriegera w ramach analizy
ewolucyjnej sekwencji LOXs), aby przedstawi¢ podobienstwo ich sekwencji oraz drzewo
filogenetyczne ze szczegdlnym uwzglednieniem roznych bakterii (Fig. S8 w [H3]). Analiza
ujawnita tendencj¢ do zakonserwowania aminokwasow zlokalizowanych w poblizu miejsca
katalitycznego LOXs, podczas gdy regiony peryferyjne, w tym dodatkowe helisy odrézniajace
pLoxA od ludzkich 15LOXs, wykazywaty brak podobienstwa sekwencyjnego w obrgbie LOXSs.

W ramach badan przyjrzeliémy si¢ doktadnie catej rodzinie LOXs. W szczeg6lnosci skupili$my
si¢ na wlasciwos$ciach strukturalnych i dynamice, ktore mogg dac¢ szczegodtowe informacje
o transdukcji sygnatu, korelacji krzyzowej i funkcjonalnosci roznych regionow biatka [H4].
Takie modelowanie w odniesieniu do réznych gatunkow i typow moze pomdc w zrozumieniu
spdjnych dla rodziny LOXs mechanizméw dziatania, jak rowniez uwypukli¢ specyficznosé
przypisang jej poszczegdlnym czionkom, np. dlaczego 15LOX-2 wykazuje specyficznos¢
w kierunku wstawiania Oz wylacznie w pozycji C15 PUFA, a 12LOX w pozycji C12, a tylko
sporadycznie w C15, lub dlaczego niektore LOXs preferuja kwas linolowy (LA), a nie
wspomniany wyzej jako preferowany substrat, kwas arachidonowy (AA).

W tym $cisle obliczeniowym podejsciu wykorzystalismy modele strukturalne i metody oparte
na ich analizie wraz z wykorzystaniem narzg¢dzi bioinformatycznych do analizy 88 dostepnych
struktur krystalicznych LOX zdeponowanych w bazie PDB. Poszczegdlnych cztonkow rodziny
LOXs sklasyfikowalismy w oparciu o ich: (i) sekwencje, (ii) strukture, (iii) dynamike oraz (iv)
wlasnosci allosteryczne. Ze wzgledu na obszerno$¢ wykonanych przeze mnie obliczen 1 analiz
opublikowanych w pracy [H4], tylko niektore gtowne punkty pracy zostang tutaj przedstawione.

Badania [H4] pozwolity oszacowac, ze wsrdd cztonkoéw rodziny LOX identycznos¢ sekwencji
(SID) jest stosunkowo niewielka (SID: 28,6 + 3,7 A, Rys. 11A), ale jednoczesnie rodzina ta
zachowuje podobng strukture przestrzenna (RMSD ~2,3 A Rys. 11B). Najwicksze
zroznicowanie strukturalne wystepuje przy p-barylce i helisach pokrywowych [H3-HA4].
Nastepnie, w oparciu 0 nowo wprowadzony przez dr J. Kriegera, dr S. Zhanga i dr H. Li
(wspotautorow [H4]) modut ProDy (SignDy), uzyskatam tzw. profil sygnaturowy opisujacy
dynamike catej rodziny LOXs. Profil ten zawiera sumaryczne fluktuacje aminokwasow,
uzyskane z ENMs, dla dostepnych struktur krystalicznych dla poszczegolnych cztonkow rodziny
LOX (Rys. 11C, niebieska krzywa). Uwzglgdnia on przy tym rdéznice migdzy nimi jako
odchylenie standardowe (jasnoniebieskie pasmo). Tego typu analiza dostarcza informacji nt.
podobienstw (niskie odchylenie standardowe, Rys. 11C) i rdéznic (wysokie odchylenie
standardowe, Rys. 11C) wsrod danej rodziny biatek na podstawie ich dynamiki oszacowanej na
podstawie ENMs. W naszym przypadku na podstawie dziesi¢ciu niskoczestotliwosciowych
modow GNM. Analiza pokazuje, ze miejsca funkcjonalne (aminokwasy katalityczne, kluczowe
motywy sekwencyjne (np. WxxAK, WxxD) ulegaja minimalnemu ruchowi (Rys. 11C, zZéite
pola) ze wzgledu na $cisle okreslong orientacje, ktora jest wymagana dla mechanochemicznej
aktywnosci enzymu [128]. Rowniez dynamika kolektywna jest podobna we wszystkich LOXs
(waskie pasmo na Rys. 11C) z wyjatkiem pigciu regiondw oznaczonych kolorowymi paskami
wzdhuz gornej linii wykresu, wyswietlonych takze na strukturze przestrzennej pLoxA (Rys. 11C,
na czerwono na prawym panelu). Szczegotowa analiza modow niskiej (lewy panel) i wysokiej
czestotliwosci (prawy panel) wskazata roznice pomiedzy poszczegdlnymi wariantami LOX
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(Rys. 11D). Warto zauwazy¢, ze region 5 moze wptywaé na dostosowanie precyzyjnej pozycji
okreslonych substratow w miejscu katalitycznym (jak sugeruje [H2]). Jego ruch antykorelacyjny,
z zakonserwowanymi rejonami obejmujacymi motywy WxxAK i WxxD (Fig. S3 w [H4]), moze
utatwia¢ dostep tlenu do miejsca katalitycznego (pokazany w [H5-H6] jako Wejscie 1 dla
15LOX-2). Na dalszym etapie, na podstawie podobienstw dynamiki kolektywnej poszczeg6inych
LOX, bytam w stanie rozr6zni¢ podgrupy w obrebie rodziny LOX, m.in. podzieli¢ je na
podstawie ich dynamiki (Rys. 11E).
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Rysunek 11. Wilasciwosci czlonkéw rodziny LOX. (A) Histogram identycznosci sekwencji (SID)
wraz z odpowiadajgcymi wartosciami SID aminokwas6w, przedstawionymi na strukturze przestrzennej
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pLoxA. (B) Rozktad RMSD wraz z nalozeniem struktur LOX, (C) Profil sygnaturowy okreslajgcy
dynamike rodziny LOX. Wyniki oparte na 88 strukturach PDB. Regiony 1-5 pokazane na
reprezentatywnej strukturze pLOxXA sq skupione wokot D207-R211, 1250-E276, A338, S585-S588
i AB66-R668. Motyw WxxAK obejmujgcy aminokwasy W357-K361 w pLoxA. (D) Mody niskiej
czestotliwosci  (mody 1-3) oraz mody wysokiej i Sredniej czestotliwosci (mody 4-10) dla 13
reprezentatywnych cztonkow rodziny LOX. (E) Rozmieszczenie LOXs w podprzestrzeni wyznaczonej
przez dwie gléwne skladowe uzyskane metodg PCA. Zrédto: [H4].

Przedstawione powyzej dane byly podstawg do przeprowadzenia innych istotnych analiz
opartych na ENMs, ktdre dostarczyty podobienstw i roéznic pomiedzy cztonkami rodziny LOX.
Wszystkie analizy, w tym korelacja krzyzowa miedzy fluktuacjami réznych regionow
u cztonkow LOX (Fig. 3 oraz Fig. S3 w [H4]) oraz analiza PRS oceniajaca rolg aminokwasow
LOX jako sensoréw i efektorow sygnatow allosterycznych w rodzinie LOX (Fig. 4 w [H4])
implikujg znaczenie Regionu 5. Istotna rola tego rejonu zostata rowniez zauwazona w analizie
sztywno$ci mechanicznej opartej na ANM (zaimplementowanej jako modut MechStiff przeze
mnie w pakiecie ProDy). Metoda ta oblicza wytrzymato$¢ na dziatanie naprezen jednoosiowych
dla poszczegdlnych par aminokwasow w biatku (Fig. S5 w [H4]). Wagg tego rejonu mozna
byto dostrzec réwniez w symulacjach MD (Fig. S4 w [H4]) dla ludzkiego kompleksu 15LOX-
1 z biatkiem PEBP1. Przed zwigzaniem z PEBP1 aminokwasy 15LOX-1 zlokalizowane przy
interfejsie z PEBP1 wykazywaty cechy wysokiej wrazliwosci (potencjalne miejsce wigzania
partnera w PRS). Natomiast po zwigzaniu z PEBP1 cecha ta przenosita si¢ na region 5. W [H4]
przeprowadzitam pierwsze petno-atomowe symulacje MD kompleksu ludzkiego 15LOX-
1/PEBP1 z w pelni sparametryzowanym miejscem katalitycznym 15LOX-1 (parametryzacja na
podstawie obliczen kwantowo-chemicznych) [H4]. Po sprawdzeniu zmiennosci dynamicznej
(Rys. 11) i strukturalnej (Fig. S1 w [H4]) rodziny LOX, skupili$my si¢ na zakonserwowaniu
sekwencji wsrod LOX u roznych gatunkow (u cztowieka — Fig. S2 w [H4]), uwzgledniajac przy
tym ich charakterystyczne i wysoce stabilne motywy (Fig. 5 oraz Fig. S1 w [H4]).

B. Zahamowanie sygnalu smierci komérkowej o charakterze ferroptotycznym

Zrozumienie, w jaki sposéb komorki umieraja w procesie ferroptozy, stanowi ogromny
potencjat dla badan translacyjnych, oferujac mozliwosci kontroli zwigzanej ze $§miercig lub
przezyciem komarek na drodze ferroptozy. Ferroptoza zostata powigzana z patogeneza wielu
cigzkich chorob. Stad duze zainteresowanie projektowaniem nowych inhibitorow i metod
zapobiegania ferroptozie. Celem niniejszego osiaggnigcia naukowego byto nie tylko
rozszyfrowanie mechanizmow kontrolujagcych enzymatyczny aspekt ferroptozy, ale rowniez
znalezienie efektywnego sposobu jej hamowania, zwlaszcza poprzez ingerencje w proces
peroksydacji lipidow zwigzany z kompleksem 15LOX/PEBP1 [H1-H3]. RozwazaliSmy cztery
podejscia, opisane ponizej, ktore moga znaczaco wptynaé na produkcje wodoronadtlenkow
lipidow prowadzaca do $mierci komorki na drodze ferroptozy, tj.

M wykorzystanie tlenku azotu (NO) do kontrolowania produkcji wodoronadtlenkow
lipidow przez ludzki kompleks 15LOX/PEBP1 [H5-H6],

(i)  wplyw na tworzenie kompleksu ludzkiego 15LOX/PEBP1l po zwigzaniu
ferrostatyny-1 (Fer-1) [H7],
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(iii)  eliminacja wodoronadtlenkéw lipidow, ktore sa produkowane przez kompleks
15LOX/PEBP1 w procesie hydrolizy, zanim zajdzie masowa peroksydacja lipidow
btonowych [H8],

(iv)  znalezienie nowych inhibitorow kompleksu 15LOX/PEBP1 (manuskrypt ztozony
w czasopismie PNAS, artykut pierwszoautorski tacznie z trzema innymi osobami).

Tlenek azotu (i) Produkcja wodoronadtlenkdw lipidow przez LOXs, jak wskazano na Rys. 4,
odbywa si¢ w obecnosci zelaza i wymaga wstawienia czasteczki O2 do tancucha PUFA, ktory
jest bogaty w bisalilowy wegiel metylenowy. W naszych poprzednich badaniach [H1-H3]
wykazali$my, ze kompleks 15LOX/PEBPI, a nie sama 15LOX, katalizuje utlenianie SA-PE,
dlatego skupiliémy si¢ tutaj gtownie na kompleksie 15LOX-2/PEBP1 [H5] i jego formie
zwigzanej z preferowanym substratem, SA-PE [H6]. W celu sprawdzenia, czy czasteczki tlenku
azotu (NO) mogg dziata¢ jako efektywne regulatory ferroptozy, przeprowadziliSmy badania
obejmujace oddziatywania NO z wyzej wymienionym kompleksem. Eksperymentalnie
wykazali$my, ze enzym 0 nazwie indukowana syntaza tlenku azotu (iNOS), ktdry katalizuje
produkcje NO [129], wykazuje zdolno$¢ do bezposredniej kontroli ferroptozy, w makrofagach
i mikroglejach, poprzez zdolnos¢ NO do tlumienia produkcji 15-HpETE-PE przez kompleks
15LOX-2/PEBP1. Wyjasnienia na poziomie molekularnym dotyczace tego mechanizmu byty
mozliwe dzigki moim badaniom obliczeniowym [H5-H6].

Uzywajac petno-atomowych symulacji MD, pokazatam, jak NO konkuruje z O. [animacje
w [H5] (substrat niezwigzany) i [H6] (substrat zwigzany), Fig. 3 w [H6]] o miejsce wigzania
w centrum Katalitycznym 15LOX-2, dostarczajac przy tym szczegotowych informacji nt.
kluczowych oddziatywan na poziomie molekularnym. Efekt ten powoduje zahamowanie
produkcji 15-HpETE-PE przez ludzki kompleks 15LOX-2/PEBP1 przy jednoczesnym
sprzyjaniu powstawania nitrozylowanego ETE-PE, tj. NO zamiast O, jest wstawiany do
tancucha PUFA [H6].

Przeprowadzone symulacje MD, zaprezentowane w [H5-H6] dostarczajg opisu inhibicji
wywotywanej czasteczkami NO, rozszerzajgC zarazem nasze zrozumienie mechanizmu
ferroptozy poprzez identyfikacje specyficznych oddziatywan i mechanizméw aktywacji LOXGs.
Moje badania obliczeniowe pozwolily scharakteryzowaé sciezki dyfuzji zlokalizowane
w strukturze 15LOX dla Oz i NO. Czasteczki O2 sga niezbgdne do zainicjowania reakcji
katalitycznej w ludzkich 15LOX-2 do generowania wodoronadtlenkéw lipidéw (Rys. 4).
Przeprowadzone przeze mnie symulacje MD dla 15LOX-2 w formie zwigzanej/niezwigzanej
z PEBP1 i SA-PE (forma niezwigzana z SA-PE [H5] i forma zwigzana z SA-PE [H6]) ujawnity
funkcjonalne kanaty (okres$lane jako "Wejscie" na Rys. 12-13) nakierowujace czasteczki O»
i NO do miejsca katalitycznego 15LOX-2 (Rys. 13A-B, Rys. 13B-C) oraz aminokwasy
uczestniczace w oddziatywaniach z NO/O, w procesie utleniania (Rys. 13D). Nastepnie
wykazatam, ze Wejscie 1 jest gltownym kanatem tlenowym (w poblizu aminokwasow Y154,
N155, W158) do miejsca katalitycznego, a Wejscie 2 jest prawie calkowicie zastonigte
w obecno$ci PEBP1 (Rys. 12B). W symulacjach zwigzanych z substratem zaobserwowatam
dodatkowy kanatl, Wejscie 3, ktory nie byt obserwowany w symulacjach bez substratu (Rys.
13B).
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Rysunek 12. Pelno-atomowe symulacje MD kompleksu ludzkiego 15LOX-2/PEBP1. (A) Bliskie
kontakty NO i O, podczas symulacji MD (4 trajektorie), (B) Struktura kompleksu 15LOX-2/PEBP1
Z rejonami 0 najczestszych oddziatywaniach z NO/O,, przy czym kolory odpowiadajg rejonom
wskazanym w panelu (A). Dodatkowo zaprezentowano szczegoly Sciezki dyfuzji dla czgsteczek NO/O:
przez Wejscie 1. Pokazane sq aminokwasy Wejscia 1 (na niebiesko), kluczowe oddziatywania W miejscu
katalitycznym (na pomarariczowo) i aminokwasy katalityczne (na zielono). Zrédfo: [H5].
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Rysunek 13. Pelno-atomowe symulacje MD dla ludzkiego kompleksu 15L0OX-2/PEBP1/SA-PE
ujawnily funkcjonalne kanaly 0,/NO do miejsca katalitycznego LOX. (A). Pokazano aminokwasy
kluczowe dla Wejscia 3 (B) i Wejscia 1 (C, miejsce SO w D). Wejscie 2 (4) jest zamknigte przez biatko
PEBP1 i substrat SA-PE. Czgsteczki NO/O> zajmujg dwa miejsca wigzgce w miejscu katalitycznym
W poblizu substratu (S1 i S2). Zrédio: [H6].

W kolejnym kroku zidentyfikowatam specyficzne oddziatywania (Fig. 5-6 oraz Fig. S4
i Tabela S2 w [H6]) i mechanizm aktywacji 15LOX po zwigzaniu z PEBP1, ktore nie mogtyby
by¢ w petni poznane bez obliczen opartych na strukturze przestrzennej (Rys. 14). Moje badania
ujawnity rowniez dodatkowg role biatka PEBP1, ktore po interakcji z 15LOX-2 zmienia
konformacje petli zlokalizowanej w miejscu wigzania PEBP1/15LOX-2 (Rys. 14A, na
pomaranczowo). Skutkuje to zwigkszeniem powinowactwa NO do miejsca katalitycznego.
W przypadku braku PEBPI1, przy niskich st¢zeniach NO, czasteczki NO nie byly w stanie
dotrze¢ do miejsca katalitycznego, bedac przyciggane przez wngke w poblizu tancucha sn-2
SA-PE (Rys. 14B-C, Fig. S6-S7 w [H6]). Ta wiedza byta szczegdlnie wazna dla wyjasnienia
wynikow eksperymentalnych dotyczacych tego zjawiska oraz do wyjasnienia dlaczego
czasteczki NO hamuja ferroptoze w wysokich stezeniach w obecnosci PEBP1. W ten sposob
dodatkowo potwierdzono istotng role biatka PEBP1 w procesie ferroptozy [H6].
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Rysunek 14. Symulacje MD dla kompleksu 15LOX-2/PEBP1 (A) i 15LOX-2 (B) przewidywaly zmiane

konformacyjng LOX indukowang po zwigzaniu PEBP1, ktéra umozliwia wigzanie tlenku azotu (NO) do
miejsca katalitycznego w obecnosci SA-PE (C). Zrédio: [H6].

Ferrostatyna-1 (ii) Ferrostatyna-1 (Fer-1) jest najczesciej stosowanym inhibitorem ferroptozy,
wykorzystywanym w ~15-20% wszystkich eksperymentéw zgtaszanych w publikacjach.
Niektore badania sugerujg, ze ten wazny agent antyferroptotyczny jest zarazem stabym
inhibitorem 15LOX [113, 130]. Stwierdzenia te powodowaly spory wsrod naukowcow
wspierajacych koncepcj¢ enzymatycznie nape¢dzanej ferroptozy. Sugerowano bowiem, ze
najprawdopodobniej wolnorodnikowa peroksydacja lipidow (tj. reakcja Fentona, Rys. 2-3),
a nie enzymatyczna reakcja napgdzana LOX (Rys. 2, Rys. 4) jest niezbedna do
przeprowadzenia procesu ferroptotycznej $mierci komorki.

Nasze badania [H7] zweryfikowaly ten nierozwigzany paradoks ferroptotycznej $mierci
komorki. Paradoks mowiacy o tym, ze agent antyferroptotyczny, Fer-1, jest stabym inhibitorem
15LOX, tj. do enzymu, ktory daje najwickszy wkitad w produkcje wodoronadtlenkdw
lipidowych. Chcac wyjasni¢ te zagadke naukowa, najpierw zastosowatam dokowanie
molekularne, aby okresli¢ miejsca wigzania Fer-1 w strukturze 15LOX-2 w formie
zwigzanej/niezwigzanej z biatkiem PEBP1. Podejscie to pozwolilo nie tylko na okreslenie
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powinowactwa wigzania poszczegolnych ligandow (entalpia), ale rowniez ujawnito bardziej
korzystne entropowo miejsca kompleksu poprzez wyeksponowanie liczniejszych populacji péz
Fer-1 (Rys. 15A — niezwigzany 15LOX-2, Rys. 16A — zwigzany 15LOX-2). Dodatkowo,
podejscie to obejmowato liczne konformacje kompleksu biatkowego, ktore zostaly pozyskane
z wczesniejszych symulacji petno-atomowych za pomoca PCA (ang. Principal Component
Analysis) i algorytmu Mean Shift [H7]. To rozbudowane podejscie, bazujace na dokowaniu do
wielu konformacji biatek (w sumie >900 p6z wigzacych Fer-1) zostalo wykorzystane do
wskazania roznic w wigzaniu czgsteczek Fer-1 w obecnosci PEBP1 (Rys. 15B, Rys. 16B).
Trzy konformacje Fer-1 o najnizszej energii wigzania (najwigksze powinowactwo wigzania,
Rys. 16B, Miejsce 2 i Fig. S4 w [H7]) zostaty dalej wybrane do symulacji MD. Tym razem
uktad zawierat kompleks 15LOX-2/Fer-1 oraz biatko PEBP1 w dalszej odlegtosci (~10 A).
Miato to na celu sprawdzenie, czy Fer-1 w ktorejkolwiek z trzech wyznaczonych pozycji
wplynie na wigzanie PEBP1 do 15LOX-2. Analiza ENMs wykazata, ze Fer-1 zwigzany
w Miejscu 2 znaczgco zmienia ruch allosteryczny, ktdry jest uzyskiwany po zwigzaniu 15LOX
z PEBP1 (Rys. 16C, profil GNM uwzgledniajacy mod o niskiej czgstotliwosci), a obszerne dane
MD sugerowaty, ze Fer-1 znaczgco wptywa na tworzenie kompleksu PEBP1/15LOX-2 (Rys.
16D). PEBPL1 przytaczat si¢ do 15LOX-2 do wczesniej okreslonego miejsca wigzania (Rys. 9A)
tylko w nieobecnos$ci Fer-1 (Rys. 16D, gorny panel), ale nie wtedy, gdy Fer-1 byla przytaczona
do Miejsca 2 (Rys. 16D, dolny panel). Zaobserwowalismy dwa wyjatki, gdy PEBP1 zwigzat si¢
w przewidywanym miejscu, ale w tych przypadkach Fer-1 przesunat si¢ z poczatkowej pozycji
wigzania (Rys. 16D, dolny panel, czerwony i cyjan PEBP1 i Fig. S4 w [H7]). Nasze dane
sugerowaly, ze rzeczywiscie Fer-1 nie wptywa na wyizolowany 15LOX, ale skutecznie hamuje
produkcj¢ 15-HpETE-PE poprzez zaklocenie tworzenia kompleksu 15LOX/PEBPL.
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Rysunek 15. Skfonnos¢ do wigzania Fer-1 obserwowana W symulacjach dokowania 7 niezwigzanym
15LOX. (A) Pozy wigzania Fer-1 (na niebiesko). Trzy miejsca wyrozniajg si¢ wysokimi
prawdopodobienstwami: Miejsce 1 (rozowe kolo) — interfejs pomigdzy domeng katalityczng i p-barytkq
15LOX-2, Miejsce 2 (Zolta elipsa) — epitop wigzgcy PEBP1 z 15LOX oraz Miejsce 3 (niebieska elipsa)
— migjsce katalityczne/ortosteryczne 15LOX. (B) Mapa oddziatywarn aminokwaséw 15LOX-2 z Fer-1
obserwowana w dwodch zestawach symulacji dokowania, z formq niezwigzang (niebieskie kropki)
i formq zwigzang z PEBPI (czerwone kropki) 15LOX-2. Pomaranczowa ramka 0znacza aminokwasy
wigzqce Fer-1 w Miejscu 2, a cyjanowe pole wskazuje na aminokwasy wigzgce w Migjscu 3.
Pomarariczowe gwiazdki oznaczajq region interfejsu wigzqcego PEBPI. Zrédlo: [HT].
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Rysunek 16. Wplyw wigzania Fer-1 na dynamike kompleksu 15LOX-2/PEBP1. (A) Miejsca wigzania
Fer-1 (na czerwono). Trzy miejsca, podobnie jak na Rys. 15, sq¢ wyrdznione. Szczegolowe interakcje
pomiedzy Fer-1 a kompleksem ludzkim pokazano na Rys. 15B (na czerwono). (B) Histogramy z liczbg poz
wigzgcych w kazdym miejscu, Miejsce 1-3, dla 15LOX-2 w formie zwigzanej/niezwigzanej z PEBP1. (C)
Poréwnanie dynamiki w GNM kompleksu 15LOX-2/PEBP1 w obecnosci (czarna krzywa) i braku
(czerwona krzywa) Fer-1. Wymienione aminokwasy odpowiadajq miejscom zawiasowym. (D) Konformacje
koncowe z symulacji MD kompleksu 15LOX-2/PEBP1 bez (gorny panel) i z Fer-1 zwigzanym z 15LOX-2
(dolny panel). Kolory rozrézniajq konformacje z niezaleznych przebiegéow MD. Zmodyfikowano z [H7].

Fosfolipaza iPLA2p (iii) Fosfolipaza A2 (PLA2) to rodzina enzymow, ktore moga katalizowaé
rozszczepianie kwasow tluszczowych poprzez rozpoznawanie tancucha acylowego sn-2
fosfolipidéw i uwalnianie kwasu arachidonowego i kwasu lizofosfatydowego, biologicznie
aktywnych mediatoréw lipidowych, ktore moga wptywaé na liczne zdarzenia komoérkowe

[130]. W pracy [H8] wykazalismy, ze iPLA2B (ang. Ca**-independent phospholipase A25)

mogla hydrolizowa¢ peroksydowane fosfolipidy SA-PE, 15-HpETE-PE, generowane przez

ludzki kompleks 15SLOX/PEBPI, a tym samym wyeliminowa¢ ferroptotyczny sygnat $mierci

i stuzy¢ jako tzw. straznik antyferroptotyczny. Ten alternatywny mechanizm eliminacji

15-HpETE-PE moze by¢ szczegodlnie wazny, gdy napedzana tiolami obrona z wykorzystaniem

GPX-4 staje si¢ niewystarczajaca (Rys. 5). Probki pochodzace od pacjenta z mutacjg zwigzang

z chorobg Parkinsona (PD) (R747W w iPLA2B), badane przez wspotpracownikow z USA,

wykazujg selektywnie zmniejszong aktywno$¢ hydrolizy 15-HpETE-PE, akumulacje 15-

HpETE-PE i zwigkszong wrazliwos¢ na ferroptozg [H8]. W niniejszej pracy przeprowadzitam

rozlegte modelowanie komputerowe z wykorzystaniem narzedzi obliczeniowej biofizyki

molekularnej, ktore obejmowato pomysine wykonanie nastepujacych etapow:

(i) Pelno-atomowe symulacje MD dla btony ze zréznicowang liczbg fosfolipidow (9 typow
z doktadnym stosunkiem jak w eksperymentach, patrz Extended Data Fig. 2 w [H8]) oraz
zuwzglednieniem 15-HpETE-PE w celu uzyskania peroksydowanego tancucha acylowego
15-HpETE-PE wyeksponowanego na powierzchni btony zgodnie z proponowanym
modelem Whiskera (Fig. 1c w [H8]) [131]. Niestandardowe elementy btonowe, tj.
15-HpETE-PE, wymagaty obliczen kwantowo-chemicznych w celu uzyskania geometrii
i tadunkow czastkowych do parametryzacji w polu sitowym CHARMM.
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(i) Przygotowanie kompletnej struktury dimeru iPLAZ2B. Struktura krystalograficzna
uzyskana przez naszych wspotpracownikow zawierata nierozpoznane fragmenty. Aby
przewidzie¢ brakujace regiony, przeprowadzitam modelowanie homologiczne przy
uzyciu roznych dostepnych narzedzi (Fig. 1d oraz Extended Data Fig. 6 w [H7]).
Przygotowany model jest dostepny jako Supplementary Material pracy [H7] i moze by¢
wykorzystany przez innych naukowcow.

(iii) Przeprowadzitam pelno-atomowe symulacje MD w celu zbadania oddziatywan iPLA2[
z blong i czgsteczkami 15-HpETE-PE (przygotowanymi w (i)). Struktura poczatkowa
przedstawiona jest na Fig. 1d-e w [H7], natomiast ostateczne oddziatywania i rdéznice
pomi¢dzy natywnym iPLA2 a jej mutantem R747W pokazane sa na Fig. 2 w [H8].
Symulacje obejmowaty natywng strukture iPLA2f [cata struktura (domena katalityczna
z powtorzeniami ankirynowymi) lub domena katalityczna] oraz ich mutanty zwigzane
z PD (~0,5-1 mIn atoméw w uktadach MD).

Moje symulacje MD uwidocznity zdolno$¢ peroksydowanego tancucha acylowego 15-HpETE-
PE do migracji w obrgbie powierzchni blony (po raz pierwszy pokazano tu model Whisker dla
15-HpETE-PE) w przeciwienstwie do jego odpowiednika w SA-PE (Fig. 1c, Ext. Data Fig. 3b
i Videos 1-3 w [H8]). Oznacza to, ze peroksydowany tancuch 15-HpETE-PE ma wigksze
prawdopodobienstwo przemieszczania si¢ blizej powierzchni iPLA2B i miejsca Kkatalitycznego
(Ext. Data Fig. 4a,b w [H8]). Tlumaczy to obserwowang do$wiadczalnie wyzsza aktywno$¢
iPLA2 wobec 15-HpETE-PE w poréwnaniu z SA-PE. Analiza ilo$ciowa wewngtrznej dynamiki
SA-PE w jego utlenionej i nieutlenionej formie z wykorzystaniem parametréw rzedu deuteru (ang.
deuterium order parameters) wykazata wigksze uporzadkowanie w miejscu peroksydacji
w 15-HpETE-PE niz w SA-PE (Ext. Data Fig. 5a,b w [H8]). Ponadto, symulacje z/bez mutacji
R747W dostarczyly szczegétowych informacji o roznicach w oddzialywaniach pomigdzy struktura
biatka, a czgsteczkami 15-HpETE-PE (Ext. Data Fig. 7 w [H8]) oraz 0 molekularnym wyjasnieniu
obnizonej zdolnosci katalitycznej R747W iPLA2B wobec 15-HpETE-PE (Fig. 2 w [H8]).

Podsumowanie. Publikacje przedstawione jako osiggniecie habilitacyjne stanowig wspolne
dzieto multidyscyplinarnego zespotu naukowcow, zarOwno biofizykdw teoretycznych, jak
I eksperymentatorow, posiadajgcych komplementarne i cenne doswiadczenie w pracy naukoweyj.
Kazda z publikacji [H1-H8] wymagata ogromnego wktadu kazdej z grup, jednak w ostatecznym
rozrachunku wnoszac przetomowe odkrycia z zakresu ferroptozy. Jako biofizyk obliczeniowy
wykorzystywalam metody teoretycznej biofizyki molekularnej do komputerowego modelowania
uktadéw biologicznych, czgsto bardzo zaawansowanych i niezbgdnych do zrozumienia
mechanizmow molekularnych opisywanych w wyzej wspomnianych publikacjach. Moje badania
wniosly istotny wktad w zrozumienie molekularnych mechanizmow ferroptozy na poziomie
atomowym i zostaly wykorzystane do ulepszenia badan eksperymentalnych moich
wspolpracownikow. Wszelkie wyniki przedstawione jako osiggniecie habilitacyjne byty
ukierunkowane na zrozumienie nieznanych mechanizmow molekularnych programu $mierci
komorki w ferroptozie oraz mechanizméw ich hamowania. Jest to bowiem niezb¢dne do
opracowania racjonalnych lekéw interwencyjnych zwigzanych z ferroptoza. Przedstawione
powyzej osiaggnigcie zawiera Opis zainicjowanych, wykonanych i przeanalizowanych przez
kandydatke obliczen. W opisie pominigto wyniki uzyskane lub przygotowane przez dr
I. Shrivastave Iub dr J. Kriegera, czyli przez innych cztonkéw tzw. zespotu obliczeniowego.
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IV. 3.4. Znaczenie osiagniecia i przyszile badania

Znaczenie badan. Wyniki uzyskane w przedstawionym osiggnieciu majg istotny wptyw na rézne
dziedziny i dyscypliny naukowe, w tym biofizyke, biochemie, biologi¢ i medycyne. Swiadczy
o tym liczba cytowan uzyskanych w krotkim czasie przez kazdy artykut z dorobku
habilitacyjnego. Prezentowane wyniki maja szczegolne znaczenie dla nauk biomedycznych ze
wzgledu na ich zwigzek z réznymi chorobami, m.in. z glownymi chorobami
neurodegeneracyjnymi (Parkinson, Alzheimer), sepsa, astma, nowotworami, patologia
mukowiscydozy, zapaleniem ptuc, ostrymi urazami mézgu, uktadu krazenia, watroby, nerek
i innych narzagdow. Zrozumienie podstaw molekularnych mechanizmow lezacych u podstaw
procesu ferroptotycznej $mierci komorki jest niezbedne do kontroli tego zjawiska i racjonalnego
opracowania lekdéw interwencyjnych, tj. inhibitorow i metod leczenia choréb zwigzanych
z ferroptozg. Osiggnigcie t0 przyniosto znaczace korzysci naukowe w postaci zrozumienia, jak
dziataja mechanizmy maszynerii ferroptozy i jak mozna je zablokowa¢. Wiedza ta stanowi
podstawe i postep w ogodlnych badaniach w tej dziedzinie oraz wskazuje na kluczowe znaczenie
biofizyki obliczeniowe] w praktycznym wyjasnianiu fundamentalnego procesu biochemicznego.
To osiggniecie habilitacyjne oferuje dodatkowsg wiedze, ktéra moze by¢ wykorzystana do
zidentyfikowania lekéw, np. w patologii mukowiscydozy, zapalenia ptuc (pLoxA) lub astmy
(15LOX/PEBP1). Jakos¢ badan prowadzonych przez nasz zespot jest najwyzsza z mozliwych, a
obliczeniowo habilitantka stosuje metody z najwyzszej potki.

Przyszle badania. Moje obecne i przyszle badania sg skoncentrowane gtéwnie na poznaniu
funkcji i znaczenia réznych mediatorow lipidowych w kontekscie ferroptozy i innych
programéw RCD, jak réwniez na rozwoju nowych narzedzi obliczeniowych, ktére moga
przynies$¢ korzysci spotecznosci badawczej. Moje plany obejmuja:

(i) Badanie roli di-arachidonoylu-PE w procesie ferroptozy. Ten typ PUFA-PL zawiera
dwa mozliwe do utlenienia tancuchy (zamiast jednego jak w SA-PE) i ma wysoka
specyficzno$¢ wzgledem ludzkiego kompleksu 15LOX/PEBP1. Jest to projekt
realizowany we wspotpracy z grupami prof. V. Kagana i prof. H. Bayir z Uniwersytetu
w Pittsburghu, ktory moze dostarczy¢ wyjasnienie kolejnych brakujgcych elementéw do
zrozumienia procesu ferroptozy.

(if)  Poszukiwanie nowych inhibitoréw pLoxA o wysokim powinowactwie. Istnieje silne
zapotrzebowanie na inhibitory pLoxA o wysokim powinowactwie, ktore moga stuzy¢
jako $rodek w patologii mukowiscydozy lub zapalenia ptuc. Planuj¢ zbada¢ dynamike,
selektywno§¢ wobec réznych substratow 0raz mechanizmy dzialania pLoxA w celu
zaprojektowania nowych inhibitorow. Wniosek o finansowanie, ktory obejmuje ten
temat, zostat ztozony w 2022 roku do Narodowego Centrum Nauki (program SONATA
BIS). Bedzie on obejmowal wspotprace pomiedzy grupami prof. V. Kagana, prof. H.
Bayir i prof. S. Wenzel (szef Instytutu Astmy w UPMC) z Uniwersytetu w Pittsburghu
oraz grupg dr Ganesha Rai z NIH National Center for Advancing Translational Sciences.

(ili) Badanie wplywu blony na dynamike kompleksu 15LOX-1/PEBP1. Jest to trwajacy
projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki (SONATA), w ramach ktérego
zostanie przygotowana praca doktorska mgr Thilibana Manivarmy. W ramach tego
projektu badamy wptyw btony lipidowej na ludzki kompleks biatkowy 15LOX-1/PEBP1.
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(iv)

(v)

(vi)

Badanie dynamiki cyklooksygenazy-2 i jej specyficznosci substratowej. COX-2 jest
enzymem katalizujgcym konwersje kwasu arachidonowego do prostaglandyny H2,
waznego prekursora prostacykliny, ktéra ulega ekspresji w stanach zapalnych. Biatko to
bedzie przedmiotem kolejnych badan we wspolpracy z grupami eksperymentalnymi prof.
V. Kagana i prof. H. Bayir. B¢dziemy bada¢ specyficznos¢ biatka wobec roéznych lipidow.
Interakcje cytochromu c z czasteczkami kardiolipiny i jej r6Zznymi wariantami. Jest
to projekt realizowany we wspOtpracy z prof. I. Bahar ze Stony Brook University (NY,
USA) i prof. Patrickiem van der Wel z University of Groningen (Holandia), ktory dotyczy
oddziatywania lipidow z Cyt c i jej roli w ciezkich chorobach.

Opracowanie narzedzia komputerowego do oceny wplywu wiazania inhibitoréw na
dynamike biatlka. Obecnie pracuj¢ nad nowym narzedziem do zaimplementowania
w programie ProDy [132], ktére pomoze oszacowaé potencjalne oddziatywania
miedzyczasteczkowe w obrebie struktury biatka lub pomiedzy biatkiem a ligandem (Rys.
17A). Podejscie to dostarczy informacji o regionach bogatych w oddziatywania. Informacje
te zostang zestawione z danymi z ENMs (m.in. miejsca zawiasoéw, miejsca allosteryczne,
korelacja krzyzowa i czas propagacji sygnatu, Rys. 17B) oraz z zakonserwowaniem
sekwencji (dane Pfam [133], Fig. 17C). Pozwoli to oceni¢ wplyw miejsca wigzania
liganda/biatka na dynamike biatka. Konsolidacja tych podejs¢ umozliwi szerszej
spotecznosci badanie fizycznych oddzialywan w obrgbie struktur biologicznych
w potaczeniu z zachowaniem sekwencji i wiedza ENMs na temat dynamiki kolektywne;.
Wiedza ta moze by¢ kluczowa przy wyborze najbardziej efektywnego inhibitora i jego
miejsca wigzania. Projekt realizowany jest we wspotpracy z dr J. Kriegerem z Universidad
Auténoma de Madrid, Hiszpania oraz prof. I. Bahar z Stony Brook University, NY, USA.

fc N\
Pfam & %ProDy |
. petno-atomowe
5% e 655
ki
N EJJMI MM' MMM&WWH\“M Jgijllm.J
\  Mosoinel) Sl y Zakonserwowanie

Oddziatywania miedzyczasteczkowe

Modele

B MOdEle S|EC| ElastyCZHyCh m gruboziarniste

Komunikacja w
obrebie biatka

Miejsca zgiet Allosterycznosé

ssauaAayT

W,

Rysunek 17. Schemat opisujgcy dziatanie nowego narzedzia z wykorzystaniem (A) oddziatywan
miedzyczgsteczkowych (B) Modeli Sieci Elastycznych (ENMs) oraz (C) zakonserwowania sekwencji.
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IV. 3.5. Inne osiagniecia naukowe

Przez ostatnie lata bytam zaangazowana w Kkilka innych projektéw naukowych
pos$wieconych badaniom réznym cech bialek, m.in. dynamiki, nanomechaniki czy
specyficznosci substratowej struktur biatkowych zaangazowanych w rézne choroby. Opisane
ponizej tematy (Temat 1-4) sg stosunkowo odlegte tematycznie od osiggni¢cia habilitacyjnego,
dlatego tez nie zostaly one wiaczone do niniejszego osiagnigcia. Niektore z nich staja si¢ jednak
niezaleznymi projektami, ktdre zaczynaja by¢ roéwnie waznym polem zainteresowan
kandydatki, jak np. rozszyfrowanie mechanizméw innych programéw RCD (Temat 1) czy
opracowanie nowych narzedzi z dziedziny biofizyki obliczeniowej (Temat 3).

Temat 1: Mediatory lipidowe w innych programach RCD. W ciggu ostatnich dwoch dekad
mozna bylo zaobserwowac rosngca liczb¢ form RCD i ich implikacji w patologii ludzkich
chordb. Programy RCD to zazwyczaj wysoce wyspecjalizowane procesy, w ktorych biorg udziat
silnie ustrukturyzowane kaskady sygnalizacyjne i $ci$le okreslone mechanizmy. Osiagnigcie
habilitacyjne koncentruje si¢ na mechanizmie ferroptozy, jednak ja bylam réwniez
zaangazowana w badania dwoch innych programéw RCD - apoptozy [Al] (wspotpraca z Prof.
P. Wel, Prof. V. Kagan i kilkoma innymi grupami) oraz autofagii [A2] (wspotpraca z Prof. M.
Arditi i Prof. I. Bahar). W tych dwdch niezaleznych projektach przeprowadzitam obszerne,
pelno-atomowe symulacje MD w obecnosci btony fosfolipidowej w celu zbadania oddziatywan
cytochromu ¢ (Cyt c) [Al] oraz pro-interleukiny-1la (IL-1a) [A2] z kardiolipinami (CL) badz jej
wariantami (np. mono-lyso-CL (MLCL)). Moje modelowanie w badaniach [Al] dostarczyto
dowodow na to, ze czasteczki MLCL, akumulujace si¢ w rzadkim zaburzeniu genetycznym
zwanym zespotem Bartha, tworzg anomalny kompleks z Cyt ¢, powodujac peroksydacj¢ PUFA,
co moze by¢ pierwotnym mechanizmem tego zaburzenia. Pokazatam w tych badaniach, ktore
aminokwasy Cyt C sg zaangazowane w poczatkowe i stabilizujace oddzialywania z btona, jakie
zmiany konformacyjne zachodzg w Cyt ¢ po zwigzaniu z MLCL oraz w jaki sposéb Cyt ¢
oddziatuje z inhibitorem IOA (imidazolowy kwas oleinowy). Moje wyniki byly zgodne
z obserwacjami poczynionymi w eksperymentach lipidomicznych i NMR, ktére uzyskali moi
wspotpracownicy. W pracy [A2] zidentyfikowatam motyw wigzania pro-l1L-1lo z czasteczkami
CL z btony za pomoca symulacji MD. Wspotpracownicy potwierdzili moje obserwacje za
pomocg mutagenezy. Ponadto, podobny motyw wiazacy CL zidentyfikowatam w biatku LC3
(ang. microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B), centralnym biatku w autofagii,
poprzez natozenie sekwencji obu biatek. Mozna zatem przypuszczaé, ze wigzanie pro-IL-1la
z CL moze zaktoca¢ mitofagie zalezng od kompleksu CL-LC3p. Jest to waznym odkryciem
pozwalajagcym na lepsze zrozumienie chorob zwigzanych z inflammasomem NLRP3.

Temat 2: Nanomechanika bialek modulowych z wykorzystaniem podejscia opartego na
indukowanej sile. Wigkszos$¢ bialek ma $cisle okreslong strukture natywna. Modyfikacje ich
sktadu lub konformacji moga prowadzi¢ do powaznych chorob. Jednak natywna struktura
niektorych biatek czgsto w sposdb naturalny ulega znaczacym zmianom konformacyjnym, na
przyktad w wyniku dzialania naprezen mechanicznych. W takich przypadkach stabilnos¢
mechaniczna odgrywa istotng rolg i bezposrednio wptywa na wiele procesow biologicznych,
np. prace miesni czy translokacje czasteczek przez btone komoédrkowa. Mechanizmy te sg
uwarunkowane specyficznymi miejscami i sposobem oddzialywania sit zewne¢trznych na
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biatka. To wyjasnia duze zainteresowanie metodami badania wlasciwosci hanomechanicznych
pojedynczych molekut jakie miato miejsce w ostatnich latach. Moje badania wykorzystywaty
dwie komplementarne metody, obliczeniowg (sterowana dynamika molekularna, SMD)
i eksperymentalng (spektroskopia sit pojedynczych czasteczek, SMFS, AFM). Obie
wprowadzaja do badanego uktadu biatkowego sit¢ zewnetrzng. Ma to na celu uzyskanie profilu
widma sitowego biatka ukazujacego jego zachowanie mechaniczne. Moje umiejetnosci na tym
polu, zdobyte podczas studiow doktoranckich, wykorzystano do wyodrg¢bnienia charakterystyki
Sciezek rozkladu biatek, sity potrzebnej do wywotania zmiany konformacyjnej w kazdej
domenie biatka, itp. Przedmiotem tych badan byly dwa biatka modularne: kontaktyna 4 [A4]
i reelina [A3] (czgs¢ eksperymentalng dla reeliny wykonat dr J. Strzelecki UMK).

Temat 3: Rozwoj nowych metod i ich zastosowanie do struktur biatek. Pomimo biofizycznych
i biochemicznych aspektow mojej pracy naukowej, bylam réwniez zaangazowana w projekty
rozwijajagce nowe narzedzia i metody obliczeniowe do analizy dynamiki biatek [A4-A6].
Poniewaz miatam do$wiadczenie w eksperymentalnej i obliczeniowej spektroskopii sit (metoda
sterowanej MD i technika SMFS opisana w Temacie 2), moim pierwszym zadaniem jako post-
doca w grupie prof. I. Bahar byto zaimplementowanie do pakietu ProDy (wprowadzonego przez
Bahar Lab w 2011 roku, http://prody.csb.pitt.edu/, >2,3 mln pobran) nowego modutu o nazwie
MechStiff stuzacego do wyznaczania stabych i silnych par oddziatywan w zalezno$ci od kierunku
sity zewnetrznej 1 miejsc poddawanych perturbacjom. MechStiff wykorzystuje gruboziarnista
koncepcje ANM i pomaga w identyfikacji anizotropowej odpowiedzi struktury na perturbacje
zewnetrzne. Po utworzeniu MechStiff wykorzystatam to narzedzie do uzyskania informacji
o sktadzie efektywnej stalej sprezystosci w obecnosci sity zewnetrznej dla kazdej domeny
kontaktyny 4 [A4]. Bytam rowniez zaangazowana W projekt wprowadzajacy modut CryoDy, ktory
oblicza dynamike kompleksow biatkowych uzyskanych metoda cryo-EM poprzez aproksymacje
map gestosei pseudo-atomami [A5]. Moim zadaniem byty obliczenia ANM r6znych struktur cryo-
EM biatka opiekunczego TRiC/CCT, ktore byly przedmiotem tego projektu. Zaangazowanie
W rozw6j modutéw ProDy zostalo podsumowane w pracy [A6], gdzie przedstawiliSmy nowe
moduly/metody zaimplementowane w ProDy w ciggu ostatnich dziesieciu lat.

Temat 4: Badania nad repelentami komardéw. Komary sa jednymi z najgrozniejszych
zwierzat na Ziemi. Przenosza bowiem choroby, ktore zabijajg blisko milion 0sob rocznie, bedac
tym samym jedng z glownych przyczyn ludzkiej $miertelnosci. Podstawowa ochrong przed
komarami sg repelenty, czyli zwigzki chemiczne, ktore odstraszaja owady, gldwnie poprzez
oddziatywanie na ich niezwykle wrazliwy zmysl wechu. Najczesciej stosowane S$rodki
chemiczne zawierajagce DEET stopniowo traca swoja aktywno$¢ ze wzgledu na postepujaca
odporno$¢ komarow. W zwigzku z tym istnieje potrzeba stworzenia nowych strategii walki
z nimi. Receptory muskarynowe to rodzina transmembranowych receptorow sprz¢zonych
z biatkami G (GPCRs), ktora odgrywa istotng role w uktadach nerwowych ludzi i komarow
[134, 135]. W tym projekcie przeprowadzatlam symulacje dokowania molekularnego, aby
przewidzie¢ prawdopodobne miejsca wigzania DEET w receptorach acetylocholiny M1 i M3
w miejscach allosterycznych i ortostatycznych (Fig. 4D-E i Fig. 5 w [A7], a szczegoty w Tabeli
S4). Informacje te zostaty nastepnie wykorzystane do przetestowania roéznego typu repelentow
i porownania ich miejsc wigzania i powinowactwa (Fig. 4, Fig. 7 oraz Fig. S1 w [A8]).
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Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoS$cia naukowg realizowang w wiecej niz
jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdélnosci zagraniczne;j.

Moja dzialalno$¢ naukowa za granicg prowadzona byta zard6wno na uczelniach
amerykanskich, jak 1 europejskich:

e Postdoctoral associate w School of Medicine na Uniwersytecie w Pittsburghu (USA)
w grupie prof. Ivet Bahar przez 30 miesiecy, od stycznia 2016 r.

e Assistant-doctorant w Laboratory of Physics of Living Matter, Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne (EPFL) w grupie prof. Giovanniego Dietlera przez 6 miesigcy,
od wrzesnia 2013 (w trakcie studiow doktoranckich).

Dziatalno$¢ ta dotyczyta badan i publikacji, ktére wchodza w sktad osiggniecia
habilitacyjnego omoéwionego w punkcie IV.2.2 oraz czgéci dotyczacej innych badan
przedstawionych w punkcie 1V.2.3.

Wspotpracuj¢ z naukowcami z réznych uczelni (USA i Europa):

- Grupa prof. Valeriana Kagana, Department of Environmental and Occupational Health and
Center for Free Radical and Antioxidant Health, University of Pittsburgh, Pittsburgh, USA

- Grupa prof. Hiilya Bayir, Department of Critical Care Medicine, Safar Center for
Resuscitation Research, Children’s Neuroscience Institute, Children’s Hospital of Pittsburgh,
University of Pittsburgh, Pittsburgh, USA.
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- Prof. Ivet Bahar, Laufer Center for Physical and Quantitative Biology, Stony Brook
University, New York, USA.

- Grupa Patricka van der Wel, Zernike Institute for Advanced Materials, University of
Groningen, Groningen, Holandia.

- Grupa Prof. Sally Wenzel, Department of Medicine, University of Pittsburgh, Pittsburgh, PA,
USA.

- Grupa Prof. Andy VanDemark, Department of Biological Science, University of Pittsburgh,
Pittsburgh, USA.

- Grupa Prof. Moshe Arditi, Department of Biomedical Sciences and Department of Pediatrics,
Cedars-Sinai Medical Center, Los Angeles, USA.

- Grupa prof. Bruno Lapieda, Laboratoire Signalisation Fonctionnelle des Canaux loniques et
des Récepteurs (SiFCIR), Université d’ Anger, Francja.

- DrJames M. Krieger, Polytechnic School at Universidad Auténoma de Madrid, Hiszpania.

VI. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke.

VI1.1. Dydaktyka
W minionych latach prowadzilam zaj¢cia z nastgpujacych przedmiotéw:

Zajecia Rok

Analiza matematyczna 1 | 2018/2019

Analiza matematyczna 2 | 2018/2019

Podstawy programowania 1 | 2018/2019

Podstawy programowania 2 | 2018/2019
Wstep do systemu Unix (¢wiczenia i wyktad) | 2018/2019 (2 grupy)
2015/2016 (2 grupy)

Kurs komputerowy Biopython | 2015/2016

Dynamika molekularna | 2015/2016

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

Jezyki programowania (jezyk programowania C) | 2013/2014 (2 grupy)
Systemy symboliczne (¢wiczenia i wyklad) | 2013/2014

Pracownia komputerowa Il — Unix i Internet | 2012/2013 (2 grupy)
2011/2012
2010/2011
Fizyka przetwarzania informacji (asystentura przy wyktadzie) | 2011/2012
Pracownia komputerowa | — Podstawy obstugi komputera | 2010/2011
Metody dynamiki molekularnej — Komputerowe modelowanie | 2009/2010

bioczgsteczek

Fizyka elementarna — dla obsady zaje¢ | 2009/2010

Od pazdziernika 2020 roku pracuj¢ na stanowisku naukowym finansowanym z grantu
SONATAI15 z Narodowego Centrum Nauki, dlatego tez aktualnie nie prowadzg zajgc
dydaktycznych. Wczesniej odbywajac staz podoktorski na Uniwersytecie w Pittsburghu
nie byla zobligowana do prowadzenia zaje¢ ze studentami. Dodatkowo miatam trzy
przerwy spowodowane urlopami macierzynskimi.

Kilkakrotnie prowadzitam warsztaty naukowe z zakresu biofizyki/bioinformatyki dla
uczestnikow (w jezyku angielskim):
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o Computational Biophysics Workshop organizowany przez cztonkéw Theoretical and
Computational Biophysics Group z University of Illinois at Urbana-Champaign
(UIUC) oraz National Center for Multiscale Modeling of Biological Systems
(MMBI0S) z Uniwersytetu w Pittsburghu. Lacznie trzykrotnie w 2016, 2017 i 2018
roku (Pittsburgh, USA).

o Konferencji Bioinformatics in Toruniu (BIT) 2010 oraz 2011. BIT organizowany jest
przez Polskie Towarzystwo Bioinformatyczne (PTBI) oraz Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu.

o Warsztatdw dla studentéw i doktorantdéw miedzynarodowych w programie Narodowej
Agencji Wymiany Akademickiej SPINAKER - Intensywne Programy Edukacji
Miedzynarodowej, 12-14 lipca 2022 (Torun, Polska) — 2 grupy, po 3 godziny szkolenia.

Nadzorowanie prac dyplomowych na UMK:

o Jestem opiekunem pomocniczym nast¢pujacych doktorantow:
= Mgr Thiliban Manivarma (od 2020 r., w toku)
= Mgr Beata Niklas (2018-2020r.)

o Jestem opiekunem studentéw studiow magisterskich:
* Inz. Radostaw Siwinski (od 2022 r., w toku)

o Jestem/bytam opiekunem studentow studiow licencjackich czy inzynierskich:
= Mateusz Czarnecki (od 2020 r., w toku)
= Mateusz Mnich (od 2020 r., w toku)
= Mariusz Konstanty (2022 r.)

W zwigzku z trzykrotnym urlopem macierzynskim (2014/15, 2017/18, 2019/20) oraz
2,5-letnim stazem podoktorskim nie mogtam by¢ promotorem prac dyplomowych przed
2020 r.

VI1.2. Organizacja

o Pomoc w organizacji oraz nauczanie na migdzynarodowych warsztatach Computational
Biophysics Workshop at Pittsburgh (2016-2018, 3 razy, Pittsburgh, USA)
o Pomoc w organizacji i koordynacji konferencji migdzynarodowych:
e Bioinformatics in Torun (Torun, Poland) organizowanej przez Polskie
Towarzystwo Bioinformatyczne (PTBI) 1 Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu, w latach 2009-2022 (6 razy, 60-100 uczestnikéw kazdego roku).
e 13th annual conference in bioinformatics SocBiN (26-29 VI 2013, Torun, Polska).

o Bylam przewodniczaca Wydzialowej Doktoranckiej Komisji Stypendialnej na WFAIIS
UMK (2011-2013, przed uzyskanie stopnia doktora).

V1.3. Popularyzacja nauki

Wspotprowadzitam wyktady 1 warsztaty:
o Wyklad inauguracyjny dla studentow Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki UMK
(pazdziernik 2015).

o Festiwal Nauki i Sztuki w Toruniu ["Wirtualna podr6z wewnatrz ciata czyli eksploracja
nanostruktur biologicznych™ (2009), "Sekrety fluorescencji czyli skad si¢ biora
swiecace kroliki (2010) oraz warsztaty komputerowe "Pigkno molekularnych
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mechanizmow natury czyli jak dziata biomaszyneria ciata" (2011) i wspotprowadzenie
wyktadu "Swietlne cuda natury czyli tajemnice fluorescencji biatek"].

o Torunska Noc Naukowcow (wyktad "OCT — tomograf optyczny cztowieka")

o Przed uzyskaniem stopnia doktora wspotorganizowatam i uczestniczytam w licznych
akcjach popularyzatorskich np. w prowadzeniu pokazéw fizycznych dla setek uczniow
szkot podstawowych i gimnazjalnych, m.in. w akcjach edukacyjnych "Powrét do szkoty",
Lekcjach Pokazowych Fizyki realizowanych w ramach projektu Gimnazjalna Akademia
Nauk dla subregionu koninskiego, Gimnazjalnej Akademii Nauk, "Otworz oczy, wiacz
myslenie", pokazach Polskiego Towarzystwa Fizycznego itp.

Wigcej o popularyzacji nauki mozna znalez¢ w punkcie 1.3 W Wykazie osiggniec
naukowych.

VII.  Inneistotne informacje.

Pod uzyskaniu stopnia doktora odbytam trzy urlopy macierzynskie/wychowawcze, ktore trwaty
po ok. 9-12 miesiecy przy kazdym dziecku (daty urodzenia: X 2014, 1X 2017, X 2019).

Signaturegﬁt* erified
Dokument po pisah przez
Karolina Anna Milfulska-Ruminska
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