Zatgcznik 3

Autoreferat przedstawiajacy opis dorobku i osiggnieé

naukowych



1. Imie i nazwisko Maciej Maurycy tatowskKi

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe.

Tytut docenta biochemii medycznej (Docentship in medical biochemistry)-
16.11.2011- Wydziat medyczny, Universytet w Helsinkach, Helsinki- Finlandia.

Dr nauk biologicznych- 11.12.1997, Instytut Centrum Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej, Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Tytut rozprawy doktorskiej:
Charakterystyka sktadu peptydéw amyloidu B i czynnikbw towarzyszgcych w ztogach
amyloidu w moézgu starczym i chorobie Alzheimera”. Promotor rozprawy doktorskiej: Prof.
Joanna Strosznajder. Recenzenci: Prof. Pawet P. Liberski, Prof. Ryszard Przewtocki.

Magister biologii- 10.12.1991, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski, kierunek-
biologia molekularna. Tytut pracy magisterskiej: “Przemieszczanie sie 3-0-monoglukozydu
kwasu [3-2H]-oleanolowego do $cian komoérkowych w liciach nagietka, jego zmiany i
lokalizacja produktéw w protoplascie, Scianie komorkowej i przestrzeni pozakamaérkowej”
(studia ukonczone z wynikiem bardzo dobrym).

1991-1992: Studia podyplomowe, Wydziat Geografii- Instytut Krajow Rozwijajgcych sieg,
Uniwersytet Warszawski (ukoriczone z wynikiem bardzo dobrym)

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych.

3.08.2020- obecnie Adiunkt

Instytut Chemii Biorganicznej Polskiej Akademii Nauk
Zaktad Proteomiki Biomedycznej

ul. Noskowskiego 12/14, Poznan, Polska

1.08.2016- obecnie: University researcher and senior scientist
Principal Investigator at the Faculty of Medicine, od 01.10. 2019.

HILIFE, Meilahti Clinical Proteomics Core Facility
Medicum — Biochemistry and Developmental Biology
Medical Faculty — University of Helsinki

Biomedicum Helsinki

PO Box 63 (Haartmaninkatu 8), Room C214a

FI-00014 University of Helsinki, Finland
https://researchportal.helsinki.fi/en/persons/maciej-lalowski

1.01.2015- 31.12.2015: Petnigcy obowigzki dyrektora Meilahti Clinical Proteomics Core
Facility, Biomedicum Helsinki w zastepstwie za dyrektora placowki, docenta Marca
Baumanna.

1.06.2012- 31.12.2014: Senior scientist, Folkhalsan Institute of Genetics, DEM-Child EU

FP7 project
Dyrektor Instytutu: Anna-Elina Lehesjoki MD PhD, Professor
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1.09.2008 — 31.05.2012: Senior scientist, University of Helsinki, Dept. of Anatomy, Institute
of Biomedicine, Meilahti Clinical Proteomics Core Facility

1.11.2005- 31.07.2008: Project leader
Max Delbrtck for Molecular Medicine, Department of Neuroproteomics, Berlin, Germany
Kierownik wydziatu: Erich E. Wanker, PhD, Professor

1.02.2002- 31.10.2005: Postdoc (Postdoctoral research associate)

Max Planck Institute of Genetics and Max Delbrtick for Molecular Medicine, Department of
Neuroproteomics, Berlin, Germany

Kierownik wydziatu: Erich E. Wanker, PhD, Professor

15.03.1998- 31.01.2002: Postdoc (Postdoctoral research associate)

University of Helsinki, Biomedicum Helsinki,

Neuroscience Program and Department of Pathology, Haartman Institute, Finland
Kierownik laboratorium: Olli Carpén, MD PhD, Professor

1.03.1998- 31.12.1999: Adiunkt

Zaktad Komorkowej Transdukcji Sygnatu, Instytut Centrum Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej Polskiej Akademii Nauk; Warszawa, Polska

Kierownik Zaktadu: Prof. dr hab. Joanna B. Strosznajder

1.09.1996- 28.02.1999: Asystent

Zakfad Komorkowej Transdukcji Sygnatu, Instytut Centrum Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej Polskiej Akademii Nauk; Warszawa, Polska

Kierownik Zaktadu: Prof. dr hab. Joanna B. Strosznajder

1.03.1992- 1.09.1996: Asystent

Pracownia Komorkowej Transdukcji Sygnatu w Zaktadzie Neurochemii,

Instytut Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk; Warszawa,
Polska

Kierownik Zaktadu: Prof. dr hab. Jerzy Lazarewicz

Kierownik Pracowni: Prof. dr hab. Joanna B. Strosznajder

1.09.1992- 31.12.1996: Assistant research scientist

Department of Pathology, New York Medical Center, New York, USA
(w trakcie wykonywania pracy doktorskie))

Kierownik laboratorium: Blas Frangione, MD PhD, Professor

4. Omowienie osiggnieé, o ktérych mowa w artykule 219 ustawy 1, punkt
2 ustawy.

a) Tytut osiggniecia habilitacyjnego
Analiza interakcji biatkkowych oraz zaburzonych sciezek sygnatlowych w

patologii neuronalnych ceroidolipofuscynoz
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b) Wykaz publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe

1) Stelzl U, Worm U, Lalowski M, Hanig C, Brembeck FH, Gohler H, Strodicke M, Zenkner
M, Schonherr A, Képpen S, Timm J, Mintzlaff S, Abraham A, Bock N, Kietzmann S, Gddde
A, Toksoz E, Droge A, Krobitsch S, Korn B, Birchmeier W, Lehrach H, Wanker EE*. A human
protein-protein interaction network: a resource for annotating the proteome. Cell, 2005, 122;
957-68. 1F2004 29.389, MNiSW2005 24 punkty / MNiSW2019 200 punktéw. WoS 1603
cytowania.

2) Koch S*, Scifo E*, Rokka A, Lindfors M, Korhonen R, Corthals G, Virtanen |, Lalowski
M#, Tyynela J#. Cathepsin D deficiency induces cytoskeletal changes and affects cell
migration pathways in the brain. Neurobiology of Disease, 2013; 50: 107-19. IF2012 5.624,
MNiSW2012 35 punktéw / MNiSW2019 100 punktow. WoS 15 cytowan.

3) Scifo E#, Szwajda A, Uusi-Rauva K, Kesti K, Debski J, Dadlez M, Gingras AC, Tyynela J,
Baumann M, Jalanko A, Lalowski M*. Drafting the ceroid-lipofuscinosis, neuronal 3 (CLN3)
interactome _in SH-SY5Y human neuroblastoma cells: a label-free proteomics approach.
Journal of Proteome Research, 2013; 12:2101-15. IFz012 5.056, MNiSW2012 40 punktéw /
MNiSW2019 100 punktéw. WoS 24 cytowania.

4) Scifo E*, Szwajda A, Soliymani R, Pezzini F, Bianchi M, Dapkunas, A, Debski J, Uusi-
Rauva K, Dadlez M, Gingras A-C, Simonati A, Jalanko A, Baumann M, Lalowski M#*
Proteomic Analysis of the Palmitoyl Protein Thioesterase 1 Interactome in SH-SY5Y Human
Neuroblastoma Cells. Journal of Proteomics, 2015; 123: 42-53. IF2014 3.888, MNiSW2014 35
punktow/ MNiSW2019 100 punktow. WoS 18 cytowan.

5) Scifo E#, Szwajda A, Soliymani R, Pezzini F, Bianchi M, Dapkunas, A, Debski J, Uusi-
Rauva K, Dadlez M, Gingras A-C, Simonati A, Jalanko A, Baumann M, Lalowski M#*
Quantitative analysis of PPT1 interactome in human neuroblastoma cells. Data in Brief,
2015 4; 207-16. (Dane towarzyszgce artykutowi w Journal of Proteomics, ponownie recenzowane).
MNiSW2019 40 punktéw. WoS 3 cytowania.

6) Tikka S*, Monogioudi E*, Gotsopoulos A, Soliymani R, Pezzini F, Scifo E, Uusi-Rauva K,
Tyynela J, Baumann M, Lehesjoki A-E, Simonati A, Jalanko A, Lalowski M#. Proteomic
Profiling in the Brain of CLN1 Disease Model Reveals Affected Functional Modules.
NeuroMolecular Medicine, 2016; 18:109-33. IF2015 3.692, MNiSW2015 35 punktéw /
MNiSW2019 70 punktéw. WoS 15 cytowan.

7) Pezzini F, Bettinetti L, Di Leva F, Bianchi M, Zoratti E, Carrozzo R, Santorelli FM,
Delledonne M, Lalowski M#, Simonati A*. Transcriptomic profiling discloses molecular and
cellular events related to neuronal differentiation in SH-SY5Y neuroblastoma cells. Cellular
and Molecular Neurobiology, 2017; 37: 665-682. IF2016 2.939, MNiSW2016 20 punktow /
MNiSW2019 100 punktéw. WoS 11 cytowan.

8) Pezzini F, Bianchi M, Benfatto S, Griggio F, Doccini S, Carrozzo R, Dapkunas A,
Delledonne M, Santorelli F, Lalowski M#, Simonati A*. The networks of genes encoding
palmitoylated proteins in _axonal and synaptic _compartments are affected in PPT1
overexpressing neuronal-like cells. Frontiers in Molecular Neuroscience, 2017; 10: 266.
IF2016 5.076, MNiSW2016 35 punktéw / MNiSW-2019 140 punktow. WoS 3 cytowania.
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9) Scifo E*, Calza G*, Fuhrmann M, Soliymani R, Baumann M, Lalowski M*. Recent
advances in applying mass spectrometry and systems biology to determine brain dynamics.
Expert Rev Proteomics, 2017; 14: 545-59. IF2016 3.849, MNiSW2016 30 punktow / MNiSW2019
100 punktéw. WoS 5 cytowan. [Artykut przeglagdowy].

10) Doccini S, Morani F, Nesti C, Pezzini F, Calza G, Soliymani R, Signore G, Rocchiccioli
S, Kanninen K , Huuskonen MT, Baumann M, Simonati A¥*, Lalowski M*, Santorelli FM?.
Mitochondrial compartmental functional proteomics reveals affected pathways in NCL5
disease. Cell Death Discovery, 2020; 6(18). IF2019 4.114, MNiSW2019 20 punktéw. WoS 1
cytowanie.

#- autor korespondencyjny; *- autorzy, ktérzy w rownym stopniu przyczynili si¢ do powstania
pracy.

Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR) dla artykutéw
dotyczacych osiggniecia habilitacyjnego wynosi: 63.627. taczna liczba punktow
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego wynosi 314 (za rok poprzedzajacy publikacje,
z wyjatkiem czasopisma Cell, dla ktérego podano indeks za rok 2005) i 970 punktéw,
zgodnie z najnowszg listg opublikowang 31 lipca 2019 r. taczna liczba cytowan dla 10
publikacji osiggniecia naukowego wedtug bazy danych WoS (dostep: 13.11.2020) to 1730
(wtaczajac autocytowania) i 1707 (bez autocytowan). Kopie powyzszych publikacji
umieszczono w zatgczniku nr 8. Oswiadczenia dotyczgce mojego wkiadu i udziatu
wspotautorow korespondencyjnych w powstanie poszczegoélnych publikaciji znajdujg sie w

zakaczniku nr 6.

c) omoOwienie celow naukowych prezentowanych prac badawczych

wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego

Wprowadzenie

Ceroidolipofuscynoza neuronalna (ang. neuronal ceroid lipofuscinosis; NCL)
to grupa rzadkich choréb neurodegeneracyjnych uwarunkowanych genetycznie,
reprezentujgca dziedziczne progresywne encefalopatie, gtdwnie dotyczgce wieku
dzieciecego z czestotliwoscig wystepowania nawet 1:1,000,000, w zaleznosci od postaci *.
NCL charakteryzujg sie postepujgcg utratg wzroku, pogorszeniem sprawnosci umystowej i
motorycznej oraz uogoélnionymi napadami padaczkowymi o charakterze toniczno-
klonicznym 2. W oparciu o kryteria kliniczne, obraz patologiczny i molekularny, opisano do
tej pory czternascie roznych postaci NCL (oznaczonych jako CLN1-CLN14), zwigzanych z
ponad 400 mutacjami (gtownie dziedziczonymi autosomalno recesywnie), w trzynastu

poznanych genach (oznaczonych jako CLN1-8, CLN10-14) (http://www.ucl.ac.uk/ncl oraz
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neuronal-ceroid-lipofuscinoses/pl; Tabela 1), przy czym kilka z nich zostato

zidentyfikowanych dopiero niedawno. NCL charakteryzuje sie nagromadzaniem materiatu
spichrzeniowego o wiasciwosciach lipofuscyny i ceroidu w neuronach oraz wszystkich
innych komoérkach organizmu, co w efekcie prowadzi do ich degeneracji. Materiat
spichrzeniowy gromadzgcy sie w lizosomach wykazuje autofluorescencje w Swietle
ultrafioletowym, jest PAS-dodatni, barwi sie barwnikami: sudanem czarnym B oraz
luksolem, a takze zawiera zwigzki lipidowe, w tym pochodne dolicholi, zwigzki cukrowe,
metale i biatka (np. podjednostke ¢ mitochondrialnej ATP-azy (SCMAS; ang. subunit ¢ of
mitochondrial ATP synthase) i/lub sapozyny A i D 3. Ceroidolipopigment gromadzi sie w
wielu tkankach i narzgdach, ale postepujace uszkodzenia strukturalne wystepujg tylko w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Diagnoza NCL opiera sie na analizie specyficznej dla
danego typu NCL mutacji, ale doktadna definicja musi by¢ potwierdzona badaniami
morfologicznymi materiatu spichrzeniowego, ktéry jest specyficzny dla kazdej postaci NCL
45, Obraz ztogéw w mikroskopie elektronowym obejmuje jednorodne inkluzje lizosomalne
o typie ziarnistych ztogéw osmiofilnych (GRODS; ang. granular osmophilic deposits),
widoczne w CLN1, CLN4 oraz CLN10, a takze ciata skretolinijne, prostolinijne lub typu linii
papilarnych wystepujace oddzielnie lub w potgczeniu z GRODS (ang. curvilinear, fingerprint
profiles). Te ostatnie korelujg z nagromadzaniem sie SCMAS 46, Obecnie nie istnieje zadna
znana terapia stwarzajgca mozliwos¢ wyleczenia NCL, a wspétczesna medycyna oferuje
pacjentom jedynie tagodzenie objawdéw. Ewentualne terapie genowe sg dopiero w fazie
opracowywania. Grupa pacjentow z CLN2 jest poddawana enzymatycznej terapii
zastepczej, przy uzyciu rekombinowanej ludzkiej tripeptydylopeptydazy 1 "2,

Nasza wiedza dotyczgca roli zmutowanych biatek w przebiegu choroby wcigz jest
fragmentaryczna. W CLN1 mamy doczynienia z mutacja w genie kodujgcym
tioesteraze palmitoilowa PPT1 (ang. palmitoyl protein thioesterase 1). Palmitoilacja jest
bardzo czestg modyfikacjg potranslacyjng zachodzgcag w przypadku biatek neuronalnych
(przeglad w °). Polega ona na odwracalnym dodaniu nasyconego 16-weglowego kwasu
palmitynowego do okreslonych reszt cysteiny poprzez utworzenie labilnego wigzania
tioestrowego (S-palmitoilacja). Odwracalna natura palmitoilacji umozliwia biatkom
przemieszczanie sie miedzy przedziatami wewnatrzkomérkowymi. Ponadto palmitoilacja
zwieksza hydrofobowo$¢ biatek, ufatwiajgc im w ten sposob przyczep do bton. W
przeciwienstwie do duzej rodziny transferaz palmitoilowych (PAT, 23 rodziny u ludzi i
myszy), znanych jest tylko kilka enzymow depalmitoilujgcych, w tym wspomniana

tioesteraza PPT1 i jej homolog PPT2. Nie jest wiadome jednak, czy te biatka sg gtdwnymi

6 / Autoreferat przedstawiajacy opis dorobku i osiagnieé naukowych / Maciej Latowski



enzymami depalmitoilujgcymi w mozgu i jakie sg ich specyficzne substraty.

Z koleiw CLN3 dochodzi do mutacji w genie kodujgcym biatko battenine, CLN3.
Jest to lizosomalne biatko transbtonowe o diugosci 438 aminokwasow, ktére zlokalizowano
w poznych endosomach, synaptosomach i aksonach. Sugeruje sie, ze biatko CLN3 jest
zaangazowane w rozne funkcje, w tym: adhezje, apoptoze, autofagie, kontrole cyklu
komodrkowego, proliferacie komérek, endocytoze, neurogeneze, osmoregulacje,
kontrolowanie pH i homeostazy jondw oraz transport i sekrecje biatek. Szczegdty dotyczgce
struktury genow i biatek, lokalizacji i znanych interakcji zostaty ostatnio szeroko omowione
w 19 W NCL typu 5 obserwuje sie nieprawidtows i silnie glikozylowang forme biatka CLN5.
Biatko to zlokalizowane jest w lizosomach i neurytach, jednak jego funkcja nie zostata jak
dotad poznana. Scharakteryzowano rozne postacie choroby CLN5 w pdéznym wieku

niemowlecym, miodzienczym i dorostym °.

Gen/ Wiasciwosci/ Chromosom/ Proponowana
biatko lokalizacja typ funkcja
komérkowa dziedzi-
czenia
CLNZ; *PPT1/ Enzym lizosomalny 1p32 Tioesteraza
Ceroidolipofuscynoza PPT1 biatkowa
neuronalna typu 1 Autosomalne palmitoilowa 1
(wczesnodziecieca postac recesywne
NCL; choroba Santavuori;
choroba Santavouri-Haltii)
256730
CLNZ2; TPP1/ Enzym lizosomalny 1p15 Peptydaza
Ceroidolipofuscynoza TPP1 tripeptydylowa 1
neuronalna typu 2 Autosomalne
(chorobg Jansky’ego- recesywne
Bielschowsky'ego;
klasyczna p6znodziecieca
(p6znoniemowleca) postac
NCL
204500
CLNS; *CLN3/ Lizosomalne 16p12.1 Nieznana
Ceroidolipofuscynoza CLN3 biatko transbtonowe,
neuronalnatypu 3 pézne endosomy, Autosomalne
(choroba Spielmeyera- synaptosomy, aksony recesywne
Vogta-Sjégrena; choroba
Battena)
204200
CLN4A; CLN6/ Biatko btonowe, ER 15923 Nieznana
Ceroidolipofuscynoza CLN6
neuronalna typu 4A Autosomalne
wariant dorosty NCL recesywne

(choroba Kufsa

Z progresywng epilepsjg
mioklonalng)

204300
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CLN4B;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalna typ 4B

(z otepieniem)

162350

CLNS5;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalnatyp 5
(p6znodziecieca,
mtodziehcza postac oraz
wariant dorosty NCL)
256731

CLN®6;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalnatyp 6
Wariant p6znodzieciecej
postaci NCL

601780

CLN7;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalnatyp 7
610951

CLNS;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalnatyp 8
(postepujgca padaczka -
niepetnosprawnosc¢
intelektualna, typ finski;
potnocny wariant

padaczki)

610003

CLNS;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalnatyp 8
600143

CLNG9;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalnatyp 9
609055

CLN10;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalnatyp 10
(niedobor katepsyny D;
Wrodzona posta¢ NCL)
610127

CLN11;
Ceroidolipofuscynoza
neuronalnatyp 11

CLN12;

DNAJC5/
CSPa

CLN6/
CLNG6

MFSD8 /
MFSD8

CLN8/
CLN8

CLN8/
CLN8

nieznane

*CTSD/
CTSD

GRN/
GRN

ATP13A2
/
ATP13A2

Bogate w cysteine
biatko cytozolu,
pecherzyki
wydzielnicze

Macierz lizosomalna /
sekrecja lub ER,
neuryty

Biatko btonowe, ER

Lizosomalne
biatko transbtonowe

Biatko btonowe, ER

Biatko btonowe, ER

nieznane

Enzym lizosomalny
sekrecja

Pozakomérkowa

Lizosomalna ATPaza
typu P

20q13.33

Autosomalne
dominujace

13g22

Autosomalne
recesywne

15923
Autosomalne
recesywne
4g28.2

Autosomalne
recesywne

8p23

Autosomalne
recesywne

8p23

Autosomalne
recesywne

nieznane

11p15
Autosomalne
recesywne
17921.31
Autosomalne
recesywne

1p36.13

Autosomalne
recesywne

DnaJ (Hsp40)
homolog; biatko
chaperonowe

Nieznana

Nieznana

Tranporter
lizosomalny?

Nieznana

Nieznana

Nieznana

Proteaza
aspartylowa

Nieznana

Transporter
kationow
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Ceroidolipofuscynoza
neuronalna typ 12**
(parkinsonizm z powodu
niedoboru ATP13A2;
Zespot Kufora-Rakeba;
choroba Parkinsona typ 9)

606693

CLN13; CTSF/ Enzym lizosomalny 11913 Proteaza
Ceroidolipofuscynoza CTSF cysteinowa
neuronalna typ 13, Autosomalne

typu choroby Kufsa recesywne

615362

CLN14, KCTD7/ Biatko btonowe 7911.21 Kanat potasowy
Postepujaca padaczka KCTD7 | (warstwa peryferyjna)

miokloniczna typu 3 Autosomalne

(spowodowana niedoborem recesywne

KCTD7) z/bez inkluzji,

EPM3

611726

Tabela 1. Charakterystyka roznych postaci mutacji NCL z proponowanymi funkcjami i
lokalizacja komdérkowa biatek odpowiedzialnych za rozw6j choroby (zmodyfikowane na
podstawie informacji z artykutu przegladowego 1) * - Biatka badane w pracach bedacych
podstawg prezentowanego osiggniecia habilitacyjnego. **- status choroby jest wciaz
niejasny. OMIM ID- identyfikator w bazie Online Mendelian Inheritance in Man.

Jednak pomimo postepu w naukach medycznych i biologicznych, wcigz stosunkowo
niewiele wiadomo na temat mechanizmu molekularnego rozwoju réznych postaci NCL. Nie
ulega watpliwosci, ze wiedza na temat fizjologicznych funkcji i interakcji poszczegolnych
biatek oraz gendw w NCL rzucitaby nieco swiatta na podtoze molekularne choréb NCL oraz
dostarczytaby narzedzi do opracowania skutecznych terapii.

Sieci interakcji biatko-biatko (sieci PPI; ang. protein-protein interaction networks)
stanowig istotny element wszystkich szlakéw biologicznych i mechanizméw sygnalizacji w
komodrce i sg uzytecznymi wskaznikami funkcjonalnych powigzan miedzy biatkami.
Mapowanie i identyfikacja sieci PPI stanowig wazne narzedzie stosowane do wyjasnienia
funkciji biatek, powigzan pomiedzy ich strukturg i funkcjg oraz mechanizmow molekularnych
lezgcych u podtoza choroby. Tg interdyscyplinarng dziedzine nauki zajmujgcg sie
badaniami oddziatywan biatek nazywamy interaktomikg. U podtoza tej dziedziny lezg
metody oparte o chromatografie powinowactwa, proteomiczne techniki wykorzystujgce
techniki spektrometrii mas, a takze systematyczne badania przesiewowe przy uzyciu
drozdzowego systemu dwuhybrydowego (Y2H) i membranowego Y2H (MYTH).
Mapowanie interakcji biatko-biatko zostato zainicjowane w organizmach modelowych,
poczgtkowo tylko dla okreslonych procesow biologicznych, a nastepnie rozszerzajgc skale

do préb mapowania catego interaktomu 1213, W przypadku organizmu ludzkiego, stworzono
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mapy PPI dla pojedynczych szlakéw sygnatowych, np. sieci interakcji kinazy i fosfatazy w
drozdzach !4, sieci oddziatywan w kompleksie CRL (ang. cullin-RING ubiquitin ligase /), a
takze poszczegoélnych proceséw komaérkowych takich jak autofagia 518, Warto zaznaczyé,
ze istotna jest analiza nie tylko silnych i trwatych interakcji biatkowych, ale takze stabych i
przejsciowych powigzan '’. Mogg one mie¢ szczegdlne znaczenie w chorobach
neurodegeneracyjnych gdzie mamy doczynienia z biatkami podatnymi na agregacje, czesto
wewnetrznie nieuporzgdkowanymi 18, a ich stechiometria wigzania z odpowiednim
partnerem biatkowym ma niskie powinowactwo 1°. Ponadto, poniewaz wiekszo$¢ danych
dotyczacych interakcji ma charakter statyczny, jako takie sg one niewystarczajgce, aby
dostarczy¢ informacji dotyczacych funkcji biatek i zwigzanych z nimi procesow
komorkowych. Obecnie uzywane metody generowania danych dotyczacych interakcji
biatek réznig sie do tego stopnia, ze tylko ich kompleksowe uzycie moze zapewnic
uzyskanie uzupetniajgcych sie wzajemnie wynikéw 2021, Pierwsze ,zorientowane na
chorobe” sieci PPI dla cztowieka zostaty stworzone dla choroby Huntingtona (HD) 2122 |
ataksji  rdzeniowo-mézdzkowych 23, a nastepnie dla  kolejnych  choréb
neurodegeneracyjnych 24, Badania te wyraznie wykazaty ogromne znaczenie PPl w
specyficznym kontekscie biatka powodujgcego chorobe i prowadzgcego do sSmierci
komoérek okreslonego typu. Okazato sie rowniez, ze rdzne geny i biatka bedgce podstawg
okreslonego fenotypu chorobowego w ataksjach mézdzkowych mogg wchodzi¢ w
interakcje lub by¢ podstawg zaburzonych szlakoéw sygnatowych w innych, podobnych
schorzeniach 2526, Innymi stowy, sugeruje sie, ze interaktomy réznych choréb
neurodegeneracyjnych mogg naktadac sie na siebie. Badania sieci zaburzen genetycznych
(tzw. ludzki ,fenom chorobowy”) w powigzaniu ze znanymi genami bedgcymi podstawg
rozwoju schorzenia (tzw. ,genom chorobowy”), umozliwity badanie korelacji pomiedzy
objawami choroby a jej patomechanizmem 27. Podobnie, systematyczna analiza
kompleksow biatkowych o znanej roli w procesie nowotworzenia w powigzaniu z
obserwowanymi zmianami patologicznymi tkanek oraz wzorcami ekspresji wybranych
gendw, pozwolita na rzucenie nieco Swiatta na mechanizm molekularny podobnych
patologii 282°. Inne kompleksowe podejscie wykorzystujgce ,filtrowanie” ludzkiej sieci PPI
przez wykorzystanie informacji dotyczacych ekspresji gendéw, dostarczyto wskazdéwek
dotyczgcych patologii otepienia zwigzanego z ludzkim wirusem niedoboru odpornosci .
Badania interaktomu mogg by¢ prowadzone réwniez na poziomie catych domen
biatkowych. Analiza sieci interakcji domen biatka prekursorowego amyloidu 3 (ang. Amyloid

B Precursor Protein, ABPP) i produktéw jego proteolitycznego rozszczepienia ! lub badania
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interakcji pomiedzy znanymi genami biorgcymi udziat w rozwoju choroby Alzheimera 32,
dostarczyty wnikliwych, mechanistycznych i funkcjonalnych informacji dotyczacych
patogenezy tej choroby. Podejscie proteomiczne wykorzystujgce znakowanie SILAC i
analize z wykorzystaniem spektrometrii mas pozwolito na identyfikacje partnerow wigzania
ABPP i preseniliny 1 w chorobie Alzheimera, huntingtyny (HTT) w chorobie Huntingtona,
parkiny w chorobie Parkinsona (PD) i ataksyny 1 dla ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 1
(SCAL; ang. spinocerebellar ataxia type 1) 3. Zidentyfikowane sieci PPI ujawnity wspéine
sygnatury degradacji i nieprawidiowego fatdowania biatek, co zostato dodatkowo
potwierdzone przez badania przesiewowe modyfikatoréw toksycznosci. Porownanie
zmapowanych sieci interakcji uzyskanych dla ABPP i preseniliny 1 z wynikami badan
asocjacyjnych catego genomu (GWAS; ang. genome-wide association studies) wykazato
réwniez funkcjonalng istotnos¢ uzyskanych sieci i $ciste powigzanie z fenotypami tych
choréb in vivo 23. W ciggu ostatniej dekady rézne grupy badawcze podejmowaty préby
integracji opublikowanych danych interaktomicznych zaktadajgc istnienie wspolnych
modyfikatoréw genetycznych odpowiedzialnych za rozw6j wielu choréb jednoczesnie 346,
Niedawno zaprezentowano obszerng mape interakcyjng wygenerowang przez
systematyczne badania przesiewowe YZ2H, opisujgcg 30000 interakcji dla 5000 biatek
uczestniczacych w rozwoju choréb neurodegeneracyjnych. Wskazano w niej kilka
oddziatujgcych biatek, ktére znaczgco wptywajg na toksycznos¢ zmutowanych biatek TDP-
43 (ang. TAR DNA binding protein 43), HTT oraz ARF-GEP100 (ang. guanine nucleotide-
exchange protein (GEP) for ADP-ribosylation factors), ktore kontrolujg nieprawidtowe
fatdowanie i agregacje wielu biatek w eksperymentalnych modelach chorob
neurodegeneracyjnych 3. Podsumowujac, sieci PPl ukierunkowane na fenotyp lub
specyficzng jednostke chorobowa dostarczajg narzedzi do ujawniania potencjalnych
genéw sprawczych oraz modyfikatorow biorgcych udziat w rozwoju stanéw
patologicznych. Moze to byé pomocne nie tylko w zrozumieniu mechanizméw
molekularnych choroby, ale roéwniez w opracowywaniu nowych strategii
terapeutycznych.

Przedstawione ponizej osiggniecie naukowe jest zbiorem dziewieciu oryginalnych
prac i jednej pracy przegladowej, ktore powstaty w wyniku mojej pracy naukowej na
Wydziale Neuroproteomiki, Max Delbrtick Center for Molecular Medicine w Berlinie oraz
Wydziale Biochemii Uniwersytetu Helsihskiego w Finlandii. Gtéwnym celem mojej pracy byta

charakterystyka interakcji biatko-biatko oraz powigzan zaburzonych szlakow
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molekularnych lezgcych u podtoza grupy rzadkich zaburzen neurodegeneracyjnych,
ceroidolipofuscynoz neuronalnych (NCL).

Badania interakcji biatkowych w chorobach neurodegeneracyjnych rozpoczatem w
2002 roku we wspotpracy z grupg prof. Ericha E. Wankera na Wydziale Neuroproteomiki
MDC w Berlinie. Przy uzyciu zautomatyzowanego drozdzowego systemu dwuhybrydowego
stworzyliSmy model pierwszej mapy ludzkiego interaktomu. Wynikiem tych badan byta
pierwsza publikacja eksperymentalna wchodzgca w sktad osiggniecia habilitacyjnego

opublikowana w czasopismie Cell (Stelzl i wsp., Cell, 2005 *?; cytowana ponad 1600 razy).

We wspomnianej pracy przebadaliSmy ponad 25 milionéw potencjalnych par interakcji
biatkowych i zidentyfikowalismy 3186, gtownie nieznanych do tej pory, sieci PPI
obejmujgcych 1705 biatek. Znaczgcg czes¢ zidentyfikowanych sieci PPl (65%)
potwierdzono rowniez w testach  wykorzystujgcych  technike  pull-down i
immunoprecypitacje. Z wykorzystaniem kryteriow eksperymentalnych, topologii sieci
biatkowych i anotacji ontologii genéw (Gene Ontology), opracowaliSmy rowniez system
oceny wiarygodnosci uzyskanych danych w celu potwierdzenia zidentyfikowanych
interakcji, co zaowocowato wynikiem 911 interakcji o wysokiej ufnosci wsréd 401 r6znych
biatek. Aby zademonstrowac¢ przydatnos¢ opracowanego interaktomu w kolejnym etapie
przeprowadzono mapowanie niescharakteryzowanych dotgd genéw oraz patologicznych
biatek cztowieka w celu przypisania ich do znanych szlakéw sygnatowych i procesow
chorobowych. Okoto 150 ludzkich biatek potgczono w interakcje o wysokim poziomie ufnosci
z 22 r6znymi szlakami z bazy KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).
Ta analiza pozwolita np. na zmapowanie biatek ANP32A (ang. acidic leucine-rich nuclear
phosphoprotein 32 family member A) i CRMP1 (ang. collapsin response mediator protein
1) poprzez interakcje z biatkiem Axinl jako modulatorow szlaku sygnatowego Wnt,
odgrywajgcych istotng role w procesie kancerogenezy. PokazaliSmy, ze wigzanie biatek z
okreslonymi kaskadami sygnalizacyjnymi poprzez interakcje Y2H umozliwia identyfikacje
potencjalnych modyfikatorow tych szlakéw, ktére mogg by¢ miedzy innymi zaangazowane
w rézne procesy przekazywania sygnatdw réwniez w chorobach neurodegeneracyjnych.
Jeden z takich modyfikatorow, CRMP1, zostat nastepnie niezaleznie zweryfikowany w
badaniu przesiewowym, oceniajgcym czy koekspresja biatek oddziatujgcych z HTT moze
modulowac fenotyp neurodegeneracji oka u D. melanogaster w transgenicznym modelu HD
38 Wiedza oraz doswiadczenie, ktére nabytem podczas realizacji tego projektu
uswiadomity mi ogromny potencjat badan interaktomicznych w chorobach

neurodegeneracyjnych. Warsztat metodologiczny opracowany w latach 2002-2008
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obejmujacy zestaw technik eksperymentalnych, wektory kompatybilne z systemem
Gateway®, ramy bioinformatyczne czy metodologia stuzaca do walidacji
funkcjonalnych interakcji biatkowych zostaly nastepnie wykorzystane w moich
kolejnych projektach i pracach wchodzacych w skitad osiggniecia habilitacyjnego
skupiajgcych  sie na sieciach  oddzialywan biatkowych/genowych w
ceroidolipofuscynozach neuronalnych. Biorgc pod uwage ograniczong dostepnosé
informacji o mechanizmie molekularnym rozwoju NCL oraz interakcjach biatek i
genéw w réznych postaciach tej choroby, za gtdwny cel moich badan obratem
wyjasnienie szlakow sygnatowych zwigzanych z NCL przy uzyciu badan
interaktomicznych i biologii systemow. Zatozytem, ze podobnie jak w innych chorobach
bedacych wynikiem zaburzenh wielogenowych, mechanizm neurotoksycznosci jest bardzo
podobny w réznych postaciach NCL, pomimo, ze biatka uczestniczgce w patogenezie sg
zaangazowane w wielorakie szlaki komérkowe. Zatem badania takie mogtyby wykazaé
oddziatywania zmutowanych biatek NCL z biatkami odpowiadajgcymi za neurodegeneracije,
badz tymi ktére sg odpowiedzialne za uposledzenie umystowe i napady padaczkowe oraz
moduty funkcjonalne sieci biatkowych, ktére mogg by¢ przedmiotem nowych form terapii.
W sierpniu 2008 roku po powrocie do Finlandii zaczgtem budowaé swojg grupe
badawczg na Wydziale Biochemii w Instytucie Biomedycyny, Uniwersytetu w Helsinkach.
Postanowitem wykorzysta¢ nabytg wiedze z zakresu interaktomiki do badania
monogenowych zaburzen neurodegeneracyjnych pochodzenia finskiego 2° i uzyskatem
wiodacy grant badawczy z Akademii Finskiej (2009-2012;
https://app.dimensions.ai/details/grant/grant.4244865) jako kierownik grantu.

Poczgtkowo, we wspotpracy z grupg docent Jaany Vesterinen (Uniwersytet w
Helsinkach), w naszej pracy podjelismy sie systematycznego podej$cia do badania
proteomu synaptycznego u myszy z nokautem katepsyny D (Ctsd”), u ktérych patologia
synaptyczna jest podobna do tej wystepujgcej u cztowieka 4°. Katepsyna D odgrywa istotng
role w degradacji mieliny w chorobach neurodegeneracyjnych. Efektem tej pracy byt drugi
artykut wchodzacy w sktad prezentowanego osiggniecia habilitacyjnego (Koch i wsp.,

Neurobiology of Disease 2013 #!). Mutacje w genie katepsyny D (CTSD) lezg u podstaw

wrodzonej neuronalnej ceroidolipofuscynozy typu 10 (CLN10, Tabela 1), rzadkiej choroby
neurodegeneracyjnej u noworodkéw 4243, Stosujgc znakowanie biatek znacznikami iTRAQ
oraz spektrometrie mas analizowalismy biatka w synaptosomach pochodzacych od
modelowych myszy z nokautem genu katepsyny D. Sposrod okoto 600 zidentyfikowanych

biatek, u 43 z nich stwierdzono zr6znicowang akumulacje w synaptosomach mutantow
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Ctsd” w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Aby zidentyfikowaé zaburzone procesy
biologiczne zwigzane z niedoborem katepsyny D, przeprowadzilismy funkcjonalng analize
bioinformatyczng opartg na rygorystycznym podejsciu filtrowania danych. W pierwszym
etapie, wyszukujgc ludzkie ortologi mysich biatek roznicujgcych potgczyliSmy je przy uzyciu
dostepnych danych PPI korzystajgc z czternastu réznych baz danych zawierajgcych
informacje o interakcjach (binarnych, uzyskanych gt. metodami Y2H, kompleksow
biatkowych, uzyskanymi metodami spektrometrii mas oraz przewidywanych, pochodzgcych
z badan nad interakcjami w innych organizmach). Nastepnie, przy uzyciu narzedzi
bioinformatycznych opracowanych w pierwszym artykule zawartym w moim osiggnieciu

naukowym (Stelzl i wsp., Cell 2005 *?), wzbogacili§my otrzymang sie¢ PPl o ontologie

genow oraz informacje o udziale w znanych $ciezkach sygnatowych oraz fenotypach.
Wykorzystalismy réwniez dostepne dane dotyczace innych chorob neurodegeneracyjnych,
umozliwiajgc tym samym zbudowanie dynamicznej sieci skupionej na katepsynie D i
wskazujgc przypisane jej moduty funkcjonalne. Wykazane eksperymentalnie zmiany w
akumulacji zidentyfikowanych biatek, jak rowniez niektére ze zmian przewidzianych w
badaniach bioinformatycznych, zostaty potwierdzone metodg western blot lub za pomocag
badan immunohistochemicznych na skrawkach kory mézgowej pochodzacej od niezaleznej
grupy myszy. To potgczone podejscie wskazato na zmiany patologiczne zlokalizowane w
kompartmentach komorkowych, wczesniej niekojarzonych z chorobg, w tym w
cytoszkielecie i zbudowanych z  mikrotubul wypustek komérkowych. Testy
rozprzestrzeniania sie komorek i gojenia ran potwierdzity znacznie uposledzong orientacje
przestrzenng, zwigzang z obnizeniem zdolnosci do adhezji fibroblastow myszy z
niedoborem katepsyny D. Ponadto, aby ustali¢, czy obserwowane zmiany sg réwniez
obecne w ludzkich fibroblastach z niedoborem katepsyny D, wykorzystalismy unikalng linie
komorkowg pochodzacg od pacjenta z mutacjg w genie CTSD (c 299 C>T, w eksonie 3
genu CTSD; CTSD p.S100F) 42. W tych eksperymentach zaobserwowali§my znaczace
obnizenie poziomu integryn powierzchniowych w warunkach sprzyjajgcych tworzeniu sie
klastrow integrynowych (hodowla komérek na pozywce z fibronektyng). Obserwacije te
potwierdzity udziat katepsyny D w procesach adhezji i migracji komorek. Nasze dane
sugerujg, ze niedobdr katepsyny D prowadzi do zmian w mikrotubulach i ogniskowych
miejscach adhezji i moze byc krytycznym mediatorem patogenezy choroby, przyczyniajgc
sie do zapoczagtkowania zmian synaptycznych, zmiany ksztattu i polaryzacji neuronéw,
prowadzgc do zwyrodnienia neuronalnego w CLN10. W tym badaniu potgczyliSmy

proteomike ilosciowg opartg na spektrometrii mas z funkcjonalng bioinformatyka,
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eksploracjg dostepnych baz danych uzupeiniong immunologicznymi technikami
walidacyjnymi, aby stworzyé holistyczny obraz zaburzen funkcjonalnych, na ktore
wptywa niedobdr katepsyny D.

W kolejnym etapie podjeliSmy wspotprace z grupami w Finlandii (docent A.
Jalanko/docent A. Kyttald), we Wtoszech (prof. A. Simonati), w Polsce (prof. M. Dadlez), i
Kanadzie (prof. A-C. Gingras) i rozpoczeliSmy prace w celu opracowania interaktomu
choréb NCL w ludzkim moézgu. Wyniki tej czesci moich badan zostaty opisane w trzecim

artykule wchodzgcym w sktad proponowanego osiggniecia habilitacyjnego (Scifo i wsp. J

of Proteome Res, 2013 #%). Wysoce hydrofobowe integralne biatka btonowe, takie jak

CLNS, stanowig powazne wyzwanie badawcze, poniewaz ich izolacja jest problematyczna
a analiza ich interakcji jest utrudniona ze wzgledu na niespecyficzne wigzania. Wybor
odpowiedniego modelu komdérkowego w tych badaniach byt motywowany przebiegiem
choroby CLNS3, ktéra polega na degeneracji neuronéw kory mézgowej. Dlatego wybraliSmy
ludzkie komorki nerwiaka niedojrzatego SH-SY5Y, jako uznany w srodowisku naukowym,
model neuronéw systemu dopaminergicznego, ktory byt wczesniej szeroko stosowany do
badan choroby Parkinsona i funkcji CLN3 #°**7, Ponadto pacjenci z CLN3 wykazujg objawy
parkinsonowskie i majg obnizony poziom ekspresji genu transportera dopaminy w
prazkowiu #8. Aby zdefiniowaé biatka oddziatywujgce z CLN3 i CLN5 zastosowali$my nowo
skonstruowane wektory do ekspresji genéw w komoérkach ssaczych i wyprowadzilismy linie
komorkowe o stabilnej ekspresji gendéw kodujgcych CLN3 i CLN5. Nastepnie
zastosowalismy oczyszczanie kompleksow biatkowych CLN3 i CLN5 metodg tandemowej
chromatografii powinowactwa (TAP; ang. tandem affinity purification), analize z uzyciem
spektrometrii mas oraz walidacje funkcjonalng obserwowanych interakcji. Wykorzystalismy
technologie klonowania rekombinacyjnego ,Gateway”, opracowang w pierwszej publikacji
zawartej w moim osiggnieciu naukowym (Stelzl i wsp., Cell 2005 *?) do syntezy biatek
fuzyjnych CLN3/CLNS5, a nastepnie do identyfikacji biatek oddziatywujgcych z CLN3 i CLNS5.

Nadmienie rowniez, ze obecnie nasza kolekcja sklada sie z ponad 140 klonéw wejsciowych
zwigzanych z NCL (entry clones), oraz ponad 2000 klonéw docelowych (destination clones)
w 24 r6znych wektorach pozwalajgcych na ekspresjonowanie biatek fuzyjnych w komaorkach
ssaczych, drozdzach i E. coli, ze znacznikami na N- lub C-koncu. Po przeprowadzeniu
rygorystycznej bioinformatycznej filtracji znanych zanieczyszczen biatkowych i
zastosowaniu oprogramowania SAINT (ang. significance analysis of interactome) do oceny
interakcji biatko-biatko na podstawie ilosciowych danych proteomicznych 4°, powiodta sie

identyfikacja 58 partneréw biatka CLN3, w tym 42 nowych, nie opisanych do tej pory oraz
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16 partnerow biatkowych CLN3 o wysokim poziomie ufnosci, zidentyfikowanych wczesniegj
w innym wysokoprzepustowym badaniu technikg spektrometrii mas °. Nasze wyniki
potwierdzity wptyw CLN3 na transport przezbtonowy, homeostaze lipidéw i pobudliwos¢
neuronéw. Kilka partnerow biatka CLN3 (11% catosci) zostato nastepnie niezaleznie
potwierdzonych ~w  systematycznych testach  koimmunoprecypitacji/kolokalizacji
wykorzystujgcych wektory kompatybilne z Gateway® opracowane podczas mojego pobytu
badawczego w MDC (Stelzl i wsp., Cell 2005 *? i %°). Ponadto analizy funkcjonalne

komplekséw CLN3 pozwolity na potgczenie ich ze szlakami przekaznictwa komdérkowego
biatek G i faldowaniem/sortowaniem biatek w retikulum endoplazmatycznym. Te same
procedury eksperymentalne, ktore zastosowano do analizy interaktomu CLN3,
zastosowano do analizy kompleksow CLNS5. Zidentyfikowano 31 partnerow CLN5, w tym 18
biatek rowniez wchodzagcych w sktad komplekséw CLN3. Potgczony interaktom CLN3-CLN5
obejmowat biatka zaangazowane w neurodegeneracje, uposledzenie umystowe i napady
padaczkowe. Co ciekawe, 10 biatek (14%) potgczonego interaktomu CLN3-CLN5 byto
rowniez znanymi sktadnikami proteomu lipofuscyny. W kolejnym etapie zaanalizowalismy
interakcje specyficzne dla 18 biatek wspdlnych dla CLN3 i CN5. Prébujgc funkcjonalnie
powigzaé biatka sieciujgce interaktom CLN3-CLN5, wskazali$my rowniez ich pozostatych
partnerow interakcji i przefiltrowaliSmy tak uzyskany interaktom pod kgtem wysokiej
ekspresji w mézgu. Kilka mitochondrialnych przenosnikéw btonowych zostato w ten sposéb
powigzanych funkcjonalnie z biatkami zaangazowanymi w autofagie, proces, w ktorym
prawdopodobnie réwniez uczestniczy biatko CLN3 1%, Ponadto, poniewaz populacje
neurondéw GABAergicznych sg silnie uposledzone zaréwno u pacjentéw z CLN3, jak i CLN5,
zwtaszcza w regionach CA2-CA4 hipokampa 2, jest prawdopodobne, ze procesy autofagii
z udziatem biatek zwigzanych z receptorem GABA mogg by¢ odpowiedzialne za procesy
neurodegeneracyjne w tych obszarach moézgu. Biorgc pod uwage podobienstwa
fenotypowe lezace u podstaw zaburzen NCL i oceniajgc repertuar oddziatywan
miedzy biatkami CLN3 i CLN5, zatozenie o ich wspdlnych mechanizmach
molekularnych wydaje sie wysoce prawdopodobne.

Na kolejnym etapie badan, kontynuujgc wspotprace z grupg prof. A. Simonati,
zwrocilismy uwage na analize partneréw oddziatujgcych z PPT1, co zaowocowato dwoma
nastepnymi artykutami wchodzgcymi w skfad proponowanego osiggniecia habilitacyjnego
(Scifo i wsp., J Proteomics 2015 oraz Scifo i wsp., Data in Brief 2015 534). Celem tych

badan byta analiza natywnych komplekséw biatkowych w komérkach SH-SY5Y ze stabilng
ekspresjg ludzkiego PPT1. Do wyizolowania komplekséw biatkowych PPT1 uzylismy
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zmodyfikowanej metody FASP (ang. filter aided sample preparation), w celu wzbogacenia
biatek trudnorozpuszczalnych 5. Podobnie jak w przypadku badan interaktomu CLN3 i
CLN5 (Scifo i wsp., J of Proteome Res 2013 44), wykorzystali$my system ekspresyjny

fuzyjnego biatka PPT1 znakowanego na C-koncu (kaseta TAP, wektor pES-CTAP-Puro) i
zastosowaliSmy metode jednoetapowego oczyszczania z uzyciem chromatografii
powinowactwa (wigzanie do biatka G na ztozu sefarozowym) w celu zminimalizowania utraty
partnerow zwigzanych z PPT1 przejsciowymi interakcjami. Poziom akumulacji fuzyjnego
biatka PPT1-CTAP, ktéry byt zblizony do poziomu biatka endogennego PPT1, oraz jego
wzor N-glikozylacji oceniano stosujgc reakcje deglikozylacji PPT1 PNGazg F i technike
western blot. Aktywnos$¢ enzymatyczng PPT1 mierzono spektrofotometrycznie, oceniajgc
ilos¢ uwolnionego 4-metyloumbeliferonu. ZaobserwowaliSmy 2-krotny wzrost aktywnosci
enzymu PPT1, co byto zgodne z prezentowanymi wczesniej badaniami 6. Przeprowadzono
rowniez ocene wewngtrzkomorkowej akumulacji PPT1-CTAP oraz jego lokalizacji w
lizosomach z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego. WykazaliSmy ponad 50 %
kolokalizacje sygnatow PPT1-CTAP i biatka LAMP1 (marker lizosomalny) w lizosomach, co
byto zgodne z wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi °’. Ponadto, dostepna w bazie
PDB struktura krysztatu analogicznego ludzkiego homodimeru PPT1 ze znacznikiem na C-

koncu potwierdzita wtasciwe fatdowanie enzymu (https://www.rcsb.org/structure/3GRO).

Uzyskane wyniki umozliwity indentyfikacje 23 biatek wigzgcych sie z PPT1 i potwierdzity
wczesniej sugerowang role PPT1 w kierowaniu aksonéw (axonal guidance) 8 i
metabolizmie lipidéw °°. Niektére ze zidentyfikowanych partneréw PPT1 (np. VCP; ang.
valosin-containing protein i sktadniki kompleksu mitochondrialnych transporteréw SLC25A)
zostaly niezaleznie potwierdzone pézniej przez innych badaczy °, ktérzy identyfikowali
kompleksy GFP-PPT1 w eksperymentach typu pull-down z wykorzystaniem tkanki kory
moézgowej myszy z nokautem genu Pptl, Pptl”. Bioinformatyczna analiza
zidentyfikowanego w naszym badaniu interaktomu PPT1 pozwolita ha wskazanie zupetnie
nowych funkcji biatka PPT1 takich jak proces migracji neuronéw czy udziat w szlaku
sygnatowym, w ktérym posredniczy receptor dopaminy. WykazaliSmy rowniez, ze trzy ze
zidentyfikowanych partnerow biatka PPT1: CRMP1, DBH (ang. dopamine B-hydroxylase) i
MAP1B (ang. microtubule-associated protein 1B) ulegajg z duzym prawdopodobienstwem
reakcji palmitoilacjiw mdzgu, i zostaty pdzniej przez nas opisane jako réznicowo regulowane
we wzgbrzu myszy Pptl’, we wczesnym stadium przedobjawowym w poréwnaniu do myszy
dzikich. Obecnos¢ w kompleksie PPT1 tych biatek, sugeruje, ze mogg one stanowic
substraty dla enzymu w warunkach in vivo 5354, Udziat biatka CRMP1, zostat wczes$niej

17 / Autoreferat przedstawiajacy opis dorobku i osiagnieé naukowych / Maciej Latowski



opisany w patologii HD 8, oraz AD i PD a takze w szlaku sygnatowym Wnt, w pierwszym

artykule zawartym w moim osiggnieciu naukowym (Stelzl i wsp., Cell 2005 ?). Badania

przedstawione w pracy Scifo i wsp., J Proteomics 2015 %4 zostaly rozszerzone o dalsze

bionformatyczne badania interaktomu PPT1 w oparciu o anotacje funkcjonalne oraz
walidacje interakcji PPT1 za pomocg metody pull-down w linii komoérkowej ze stabilng

ekspresjg PPT1, opublikowanej w pracy przez Scifo i wsp., Data in Brief 2015 2 jako dane

towarzyszgce. Analiza bioinformatyczna oparta 0 modele asocjacyjne (ang. association
terms network) wykazata, mi.in., ze akumulacja biatek oddziatywujgcych z PPT1 wigze sie
z hamowaniem procesu $mierci komorek, inhibicjg zaburzen ruchu izmniejszonym
nagromadzaniem sie lipidow. Publikacje Koch i wsp. oraz Scifo i wsp. 2013, 2015 i 2015a
41,44,53,54 stanowity cze$¢ pracy doktorskiej Enzo Scifo (Wydziat Medyczny, Uniwersytet w
Helsinkach), ktérego bytem promotorem.

Jak dotgd opisano trzy mysie modele choroby CLN1 (Ppt1”, Pptl1Aex4 i CIn1R151X),
przydatne ze wzgledu na fenotypowe podobienstwo do ludzkiej CLN1 obejmujgce m.in
dysfunkcje motoryczng i atrofie mézgu zwigzang ze $miercig neuronéw korowych. Jednakze
wszystkie z nich réznig sie pod wzgledem patogenezy i procesu degeneracji neuronéw u
czlowieka 6163, Wczes$niejsze prace dotyczgce analizy ekspresji genéw w tkankach kory
mozgu wskazaly na podobienstwo zmian w szlakach molekularnych w mysich modelach
Ppt1”i CIn57, ktére wskazywaty na stan zapalny, nieprawidtowosci w budowie cytoszkieletu
i zaburzenia regulacji stabilnosci stozka wzrostu neuronéw 364 W 2012 roku zostatem
wybrany na jednego z liderow kierujgcych prestizowym grantem w konsorcjum DEM-Child

(http://dem-child.eu/index.php/background-16.html), w ktérym moja grupa byta

odpowiedzialna za przeanalizowanie zmian proteomie mézgu myszy PptlAex4 3 (dalej
okreslanej jako Pptl”) w okresie presymptomatycznym, objawowym i zaawansowanym.
Kontynuacja wspotpracy z prof. Simonati w ramach tego projektu zaowocowata powstaniem

szostej publikacji wchodzgcej w sktad mojego osiggniecia naukowego: Tikka i wsp.,

NeuroMolecular Med 2016 9. WykorzystaliSmy w niej laserowg mikrodysekcje w

potgczeniu z tandemowg spektrometrig mas sprzezong z chromatografig cieczowg (nano-
LC-MSF) oraz obrazowanie tkanek z uzyciem spektrometrii mas MALDI-MSI (ang. MALDI-
imaging mass spectrometry) 6. Celem tych analiz byta préba wizualizacji i ilo$ciowego
okreslenia zmian w akumulacji biatek we wzgorzu mézgu dotknietego chorobg CLN1, w
ktérym poziom zmian chorobowych jest najwyzszy i na skrawkach catej kory mézgowe;.
Laserowa mikrodysekcja umozliwia wzbogacenie okreslonych typow komorek,

minimalizujgc w ten sposéb niespecyficznosé uzyskanych wynikéw ¢, podczas gdy metoda
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MALDI-MSI umozliwia badania proteomu in situ, bezposrednio na skrawkach tkanki, bez
potrzeby jego znakowania ®¢. W badaniach bionformatycznych zidentyfikowanych biatek
roznicujgcych przeprowadzono analize szlakéw biochemicznych i sygnatowych, wykazano
ich powigzanie z chorobg oraz pokazano udziat regulatorow sieci na réoznych etapach
rozwoju choroby. W nastepnym etapie filtrowania bioinformatycznego potgczono je w sieci
uzywajgc baz danych znanych interakcji i zidentyfikowano ich udziat w S$ciezkach
sygnatowych na poziomie biatek, genéw i metabolitbw, zaréwno wykazanych
eksperymentalnie jak i przewidywanych. Uzyskane w ten sposob sieci biatkowe potgczono
nastepnie ze znanymi interaktomami PPT1 i CLN3 / CLN5 44535 Dalsze badania
bioinformatyczne obejmowaty wspdlng analize uzyskanych interaktomow ze znanymi
biatkowymi skfadnikami lipofuscyny, opisanymi proteomami mitochondrialnymi, proteomem
mieliny osrodkowego ukfadu nerwowego u cztowieka (myszy i szczuréw) oraz poroéwnania
z opublikowanymi do tej pory profilami ekspresji genéw w moézgu Pptl”. Ponadto, aby
poréwna¢ zaobserwowane zmiany w mozgu myszy Pptl’” z tymi obserwowanymi u
cztowieka, przeprowadzono analize catego transkryptomu za pomocg globalnego
sekwencjonowania RNA (RNA-seq) na fibroblastach pochodzacych z biopsji skérnych od
dwoch pacjentow z CLN1: z homozygotyczng, niekonserwatywng mutacjg zmiany sensu
(c.665T>C/p.L222P; pacjent 1) i homozygotyczng niekonserwatywng insercjg
(c.169dupA/p.M57Asnfs*45; pacjent 2).

Proteomiczne profilowanie przedobjawowego stadium CLN1 we wzgorzu myszy
Ppt1l” w poréwnaniu z osobnikami dzikimi wykazato zmiany poziomie biatek, zwigzanych
gtéwnie z procesami metabolicznymi np. deregulacjg cyklu kwasu trikarboksylowego (TCA).
Dodatkowo wykazaliSmy obnizong regulacje proceséow odpowiedzialnych za prawidtowe
funkcjonowanie neurondw: neurytogenezy, tworzenia rozgatezien i dynamike mikrotubul.
Podobny obraz zaobserwowano analizujgc transkryptom fibroblastow pochodzacych od
pacjentow z ludzkim CLN1, gdzie zidentyfikowano ponad 100 réznicujgcych transkryptow
zwigzanych m.in. z tworzeniem btony komorkowej lub dynamikg mikrotubul. Te wyniki
potwierdzity obserwacje i kierunek zmian obserwowanych we wzgoérzu myszy Pptl” w
okresie przedobjawowym. Zmiany wykryte na etapie objawowym choroby obejmowaty
dysfunkcje mitochondrialng, zmiany w transporcie pecherzykéw synaptycznych i $ciezek
sygnatowych, takich jak sciezka RhoA. W zaawansowanym stadium choroby obserwowano
deregulacje procesOw zwigzanych ze smiercig komorek, sygnalizacjg s$ciezki RhoA i
zmianami typu HD oraz rozpadem ostonki mielinowej. Wyniki te byly zgodne z naszymi

wynikami obrazowania MALDI-MSI, w ktorych wykryto znaczgace zmiany w akumulacji
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izoform zasadowego biatka mieliny (MBP; ang. myelin basic protein) i sktadnikéw tancucha
oddechowego (obnizone poziomy akumulacji oksydazy cytochromu c podjednostki 7C i
dwéch podjednostek syntazy FO-ATP). Zidentyfikowane obnizenie poziomu biatek
mielinowych MBP i klaudyny 11, CLDN11 oraz podwyzszona akumulacja kwasnego biatka
wiokienkowego gleju, GFAP, zostaly nastepnie potwierdzone z wykorzystaniem technik
immunohistochemicznych. Uzyskane dane potwierdzity réwniez doniesienia innych grup
badawczych 4168, W wyniku tych badan zidentyfikowali$my rézne moduty funkcjonalne
w mébzgu dotknietym chorobg CLN1, ktére moga byé przedmiotem nowych
celowanych terapii (Tikka i wsp., 2016 %%). W ostatnich latach inne grupy badawcze
niezaleznie zweryfikowaty kilka z tych wynikow, tj. szereg zmian proteomicznych zostato
potwierdzone przez Sleat i wsp., %, podczas gdy zmiany w mitochondrialnym tancuchu
oddechowym zostaty potwierdzone przez badania neuronow ziarnistych w moézdzku z
nokautem Pptl1, wykorzystujgc traktowanie réoznymi toksynami wywotujgcymi anoksje 7°.
Kolejne badanie (kontynuacja wspoipracy z grupg prof. A. Simonati) podjeliSmy w
celu okreslenia zdarzen molekularnych w modelu komoérkowym nerwiaka niedojrzatego SH-
SY5Y uzywanym wczesniej przez nas do badania interakcji PPT1, CLN3 i CLN5 (Scifo i
wsp. 2013, Scifo i wsp. 2015 oraz Scifo i wsp. 2015a 44°3°4), Badania te miaty na celu
wskazanie szlakéw molekularnych zaburzonych przez nadekspresje genéw NCL w procesie
ré6znicowania komoérek SH-SYS5Y w kierunku fenotypu neuronalnego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem mutacji zwigzanych z NCL (PPT1). Mechanizm molekularny lezacy u
podstaw réznicowania komorek SH-SY5Y nie zostat jeszcze w petni scharakteryzowany.
Jest prawdopodobne, ze nastepujg zmiany w ekspresji réznych gendw, ktore sekwencyjnie
oddziatujg na proces roznicowania w réznych przedziatach komorki. W zwigzku z tym
zastosowalismy traktowanie komoérek SH-SY5Y w warunkach indukujgcych réznicowanie w
kierunku neuronéw (medium RA-NBM z kwasem all-trans retinowym; modyfikacja metody
opisanej w "1). Naszym celem byta identyfikacja zmian w ekspresji genéw podczas procesu
réznicowania. Badania zostaly przeprowadzone 2z uzyciem metody globalnego
sekwencjonowania RNA, co zostato opisane w nastepnym artykule zawartym w moim

osiggnieciu naukowym (Pezzini et al., Cellular and Molecular Neurobiology 2017 7?). Aby

pozna¢ funkcje biologiczne i szlaki molekularne istotne dla procesu réznicowania,
wdrozyliSmy analizy bionformatyczne zidentyfikowanych gendw, ktére roznity sie poziomem
ekspresji (DEG; ang. differentially expressed genes) w komorkach niezr6znicowanych oraz
poddanych hodowli na pozywce RA-NBM. Fenotyp neuronopodobny zréznicowanych

komorek SH-SY5Y oceniano morfometrycznie oceniajgc stan i liczbe powstatych odgatezien
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aksonalnych. Analiza transkryptomu wykazata ponad 2000 DEG zwigzanych z
ro6znicowaniem sie komérek SH-SY5Y. Wiekszos¢ DEG byta funkcjonalnie potgczona ze
szlakami komarkowymi zwigzanymi z réznicowaniem neurondw, przy czym niektore rodziny
genow zostaty opisane po raz pierwszy (np. SLITRK i semaforyny). Podsumowujgc, nasze
analizy ujawnity, ze indukcja RA-NBM w komérkach SH-SY5Y powoduje pojawienie sie
zroznicowanych neuronopodobnych komorek, wykazujgcych ekspresje markeréw
neuronowych i posiadajgcych dtugie aksony oraz wiele drugorzedowych i trzeciorzedowych
odgatezien. Ponadto obserwowalismy czesciowo zréznicowane komorki MAP2C-dodatnie i
komorki ,podobne do macierzystych” (wyznakowane nestyng), zdolne do namnazania, a
takze niezréznicowane komorki podobne do guza nerwiaka z obnizong zdolnoscig do
proliferacji. Takie asynchroniczne réznicowanie sie¢ komorek odnotowano réwniez w
innych eksperymentach badajacych role biatka prekursorowego amyloidu B, ABPP "3
w modelu SH-SY5Y, co ponownie zwraca naszga uwage na zwigzek NCL z innymi
chorobami neurologicznymi. Ekspozycja komdrek na czynniki réznicujgce moze
zmienié ich aktywnosé¢ (np. odpowiedz na stres oksydacyjny), co wptywa na zdolnosé
do reagowania na r0zne bodzce, zaburzajgc zdolnosé komoérek do przezycia, co
bezposrednio oddziatuje na rézne sieci biatek / genéw i transdukcje sygnatow w
komaorce.

W kolejnym etapie kontynuowatem badania nad CLN1. Przeprowadzili§my analizy
zdarzen molekularnych wywotanych przez nadekspresje niezmutowanego genu PPT1 i
genu PPT1 z mutacjami wykrytymi wczesniej u dzieci dotknietych CLN1, zgodnie z
paradygmatem réznicowania opisanym we wczesniejszym badaniu (Pezzini i wsp.,
Cellular and Molecular Neurobiology 2017 ?). Wyniki tych analiz zostaly opisane w
kolejnej pracy wchodzgcej w skfad proponowanego osiggniecia habilitacyjnego (Pezzini et
al. Frontiers in Molecular Neuroscience, 2017 74). Do tych badan, wybralismy trzy r6zne
mutacje zmiany sensu (c.665T>C/p.L222P, ¢.541G>A/p.V181M i ¢.541G>T/p.vV181L),
delecje drugiego eksonu (c.125 235del/p.G42_E78del), w ktérym utrzymywana jest otwarta

ramka odczytu oraz insercje jednej zasady (c.169dupA/p.M57Nfs*45) powodujgca
przesuniecie ramki odczytu wraz z przedwczesnym wystgpieniem kodonu stop w
aminokwasie 101. Wspomniane linie zostalty przeanalizowane technikg RNA-seq w
poroéwnaniu do linii komoérkowej SH-SY5Y z nadekspresjg genu CLN1 typu dzikiego (SH-
p.wtCLN1), komorek kontrolnych transfekowanych pustym wektorem i komorkami dzikimi
SH-SY5Y. Akumulacje biatka PPT1 nastepnie scharakteryzowano metodg western blot i

stosujgc immunolokalizacje z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. Analiza western
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blot ujawnita roznice we wzorcach ekspresji PPT1 w komorkach z nadekspresje
niezmutowanego genu PPT1 i genu PPT1 z mutacjami, przy czym dwa prazki o ciezarze
molekularnym 38-36 kDa odnosity sie prawdopodobnie do mono- i di-glikozylowanych
izoform dojrzatego PPT1 (jak opisano wczes$niej dla komérek neuronalnych °47°), podczas
gdy prazek ~43 kDa, obecny na podobnym poziomie we wszystkich analizowanych lizatach
komorkowych, prawdopodobnie byt niescharakteryzowang izoformg PPT1 specyficzng dla
komoérek SH-SY5Y %4, U poszczegodinych mutantéw CLN1 zaobserwowano rézne poziomy
biatka PPT1. Podczas gdy mutacje typu zmiany sensu wykazywaty wysoki poziom biatka
PPT1, mutacja w ramce odczytu i mutant delecyjny nie wykazywaty widocznego wzrostu
akumulacji biatka PPT1, pomimo wysokiego poziomu mRNA dla PPT1. Trzykrotny wzrost
aktywnosci tioesterazy PPT1 wykazany badaniach spektrofotometrycznych (prowadzonych
jak w publikacjach Scifo i wsp. 2015 oraz Scifo i wsp. 2015a 445354) zaobserwowano
jedynie w komorkach z nadekspresjg dzikiego genu CLN1 (SH-p.wtCLN1). Linie komérkowe
niosgce mutacje zmiany sensu nie wykazywaty aktywnosci tioesterazy PPT1, pomimo
nadekspresji biatka PPT1, co sugeruje dysfunkcje enzymatyczng zmutowanych biatek.
Roéznicowanie neurondéw na pozywce RA-NBM z kwasem all-trans retinowym byto
obserwowane we wszystkich analizowanych liniach komérkowych, podobnie jak to opisano
dla rodzicielskich komorek SH-SY5Y (Pezzini i wsp., Cellular and Molecular
Neurobiology 2017 7?), a ekspresja PPT1 nie ulegata zmianie w trakcie r6znicowania.
Analiza RNA-seq ujawnita 802 transkryptow o zréznicowanej ekspresji w analizowanych
komorkach. Ekspresja 286 transkryptow byta podwyzszona, a 516 obnizona w komdérkach
SH-p.wtCLN1 w poréwnaniu do kontrolnych komorek dzikich, transfekowanych pustym
wektorem. Liczba transkryptow o zroznicowanej ekspresji zidentyfikowana w dwoch
mutantach PPT1 byfla znaczgco nizsza. Zidentyfikowano 629 transkryptéw specyficznych
tylko dla komérek SH-p.wtCLN1. Analiza bioinformatyczna uzyskanych wynikow wykazata
szereg anotacji funkcjonalnych zwigzanych ze zmianami ksztattu komoérek neuronalnych,
ich reorganizacjg, powstawaniem nowych zakonczen aksonalnych, a takze réznicowaniem
neuronow. Wiekszos¢ z tych anotacji wskazywata na inhibicje wspomnianych funkcji w
komorkach SH-p.wtCLN1 i SH-p.L222P w poréwnaniu do komérek dzikich, podczas gdy dla
SH-p.M57Nfs*45 wskazania te byty mniej znaczgce statystycznie. Zaburzone byly rowniez
funkcje zwigzane z transmisjg sygnatdw nerwowych takich jak: dtugotrwate wzmacnianie,
sekrecja neurotransmiteréw czy kietkowanie neuronéw. Nastepnie skupilismy sie na DEG
odpowiedzialnych za palmitoilacje biatek neuronalnych. Najwieksze roznice w ekspres;ji

wykazano dla gendw kodujgcych palmitylowane biatka o funkcjach neuronalnych,
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odpowiedzialnych za wzrost aksonow i przedziatlu synaptycznego. Obserwowano miedzy
innymi obnizenie ekspresji CRMP1 i NEFM (ang. neurofilament medium polypeptide) oraz
transkryptu GAP43 kodujgcego neuromoduling. Wyniki te potwierdzono metodg western
blot na poziomie biatek.

Aby zidentyfikowaé nowe, potencjalne cele terapeutyczne choroby CLN1, staraliSmy
sie wykaza¢ mozliwe powigzania z innymi typami NCL, szczegdlnie CLN4 76 i CLN10, ktére
majg wiele wspdélnych cech fenotypowych z CLN1 . Zaobserwowalismy miedzy innymi
podwyzszenie poziomu mMRNA katepsyny D w komérkach SH-wtCLN1. Katepsyna D jest
palmitoilowanym enzymem lizosomalnym, biorgcym udziat w szeregu procesach
biologicznych 6. Dojrzewanie katepsyny D zachodzi w lizosomach i jest zaburzone u myszy
Ppt1”, prawdopodobnie z powodu podwyzszonego pH w tych organellach 7.

Zaburzenia ,dawki genow”, wywotane przez delecje lub duplikacje gendéw sg
podstawg mechanizmu molekularnego lezgcego u podstaw szeregu chorob
neurologicznych u ludzi. Wyniki naszego badania mozna uzna¢ za efekt nadekspresji genu
PPT1. Chociaz modele zwierzece typu nokaut lub z nadekspresja genu nie moga byé
bezposrednio poréwnywane do sytuacji fizjologicznych, nasze badania po raz
pierwszy pokazujg wpltyw deregulowanych sieci genow kodujacych biatka
palmitoilowane na procesy kietkowania aksonow i proliferacji neuronéw przy
niedoborze PPT1. Odkrycia te zostaty potwierdzone niedawno przez innych badaczy w
pracy dotyczgcej roli procesu palmitoilacji w dynamice aksonéw 8. Wnioskowali$my, ze
nadekspresja enzymu depalmitoilujgcego moze zaburzyé proces S-acylacji, tym
samym wplywajac na palmitoilowane biatka btonowe, co moze mie€ odzwierciedlenie
w patogenezie choroby CLN1.

Choroba CLN5 odnosi sie do rzadkiej péznodzieciecej postaci NCL wywotanej
mutacjg w genie CLN5, cho¢ istnieje rowniez dorosta postaé tej choroby. CLN5 koduje
rozpuszczalng, mato scharakteryzowang, glikoproteine macierzy lizosomalnej (Tabela 1),
ktora bierze udziat w transporcie wewngtrzkomorkowym na poziomie retikulum
endoplazmatycznego, aparatu Golgiego i endosomow, a takze w kontroli sortowania
receptoréw lizosomalnych. Moézgi pacjentéw z CLN5 wykazujg wczesng | wyrazng atrofie
mozdzku, ktorej towarzyszy odktadanie sie materiatu spichrzeniowego, utrata neurondw i
mieliny oraz astrocytoza 3. Réwniez dysfunkcja mitochondriéw, jako przyczyna pierwotna
lub wtdrna, jest czesto obserwowana w patogenezie tych zaburzen neurodegeneracyjnych,
poniewaz neurony wykorzystujg fosforylacje oksydacyjng jako zrédto energii i majg niskg

zdolnos¢ do regulacji poziomu ATP pochodzgcego z glikolizy. Defekty w kompartmencie
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mitochondrialnym postulowano w réznych typach NCL 857980 i wydaje sie, ze sg one
kluczowe dla inicjacji procesu apoptozy wywotujgcej uszkodzenie neuronéw. Ponadto,
szereg transbtonowych transporteréw mitochondrialnych oddziatuje z biatkami CLN1, CLN3

i CLN5 44535460 W pracy Doccini i wsp. Cell Death Discovery, 2020 8!, zastosowali$my

proteomiczne podejscie typu label-free i spektrometrie mas DIA-HDMSE (ang. data-
independent acquisition high definition MSE 8283) ukierunkowane na analize mitochondriéw
oraz badania funkcjonalne z udziatem komdrkowych i mysich modeli CLN5, a takze
fibroblastéw od pacjentow z CLN5. W wyniku tych badan zidentyfikowaliSmy nowe,
zupetnie wczesniej nieznane funkcje biatka CLN5 oraz czynniki modyfikujgce stan
choroby. Poczatkowo, do eksperymentow wybrano komorki HEK 293T ze wzgledu na ich
przydatnosc do edycji gendw w metodzie CRISPR-Cas9 a nastepnie komorki SH-SY5Y. W
obu typach komédrek wytgczono ludzki gen CLN5 (CLN57). Profilowanie proteomoéw
mitochondrialnych w komoérkach HEK 293T z nokautem genu CLN5 i bioinformatyczna
analiza danych z wykorzystaniem nowego schematu zaprojektowanego do analizy biatek
mitochondrialnych, pozwolity na identyfikacje 62 biatek o zr6znicowanej akumulacji (mtDEP;
ang. mitochondrial differentially expressed proteins); sposréd ktérych 46 wykazywato
podwyzszony a 16 obnizony poziom w poroéwnaniu do komorek dzikich. Analizy
bioinformatyczne ujawnity powigzanie procesu fosforylacji oksydacyjnej z nokautem
ludzkiego genu CLN5. Nastepnie przeprowadzono analize mitochondrialnego proteomu
pochodzgcego z moézgu presymptomatycznych (3 miesigce) i symptomatycznych (9
miesiecy) homozygotycznych myszy z nokautem genu CLN5 (CIn57) 8485, Zidentyfikowano
12 mtDEP w mitochondriach myszy przedobjawowych (11 z obnizong i 1 z podwyzszong
akumulacjg w poréwnaniu do myszy dzikich), podczas gdy na etapie objawowym 11 mtDEP
(w tym 4 z obnizong i 7 z podwyzszong ekspresjg). We wczesnym stadium choroby CLN5
stwierdzono statystycznie znamienne zmiany w fosforylacji/defosforylacji NAD, cyklu TCA i
degradacji rodnikow ponadtlenkowych. Walidacja uzyskanych wynikow z uzyciem techniki
western blot, przeprowadzona na lizatach komdérkowych HEK 293T i SH-SY5Y potwierdzita
wyniki profilowania proteomicznego. Co istotne, funkcjonalna analiza metabolizmu
energetycznego komoérek SH-SY5Y z nokautem CLN5 wykazata obnizenie potencjatu bton
mitochondrialnych, wzrost stezenia reaktywnych form tlenu (ROS) czy zmiany w morfologii
mitochondriow. Wykazano réwniez, ze podstawowe tempo zuzycia tlenu byto zmniejszone,
a maksymalne oddychanie mitochondrialne obnizone, natomiast nie zaobserwowano
istotnych réznic w oddychaniu niemitochondrialnym (test Seahorse XF Cell Mito Stress).

PoOzZniejsze spektrofotometryczne oznaczenie aktywnosci enzymow fancucha oddechowego
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w korze mbzgowej myszy z objawami ujawnito ogolne zaburzenie fosforylacji oksydacyjnej
ze znacznym obnizeniem aktywnosci komplekséw 1l i | + Il oraz wzrostem aktywnosci
syntazy cytrynianowej, jako wskaznika proliferacji mitochondriow. W procesie mitofagii
fragmentacja mitochondridw jest silnie powigzana z tworzeniem autofagosomow. Ponadto
komorki SH-SY5Y CLN5”- wykazaty zwiekszong kolokalizacje mitochondriéw i markerow
autofagosomow (TOMM20 i LC3), co sugeruje aktywacje procesu mitofagii. W celu
wskazania rozregulowanych szlakow mitochondrialnych u pacjentéw z CLN5, wykorzystano
fibroblasty skory pochodzace od pacjentéw z mutacjami w genie CLN5. Wyniki tych analiz
potwierdzily obserwacje uzyskane w modelach zwierzecych CLN5, tj. obnizony
metabolizm tlenowy i podwyzszong produkcje ROS, wskazujac, ze zaburzenie
homeostazy mitochondrialnej jest silnie powigzane z przebiegiem choroby CLN5 u
cztowieka. Ujawnienie udzialu mitochondriéw w patogenezie choroby postuzy w
przysztosci do zdefiniowania nowych celéw terapeutycznych w chorobie CLN5.

Moja praca skupiajgca sie na chorobach neurodegeneracyjnych z wykorzystaniem
narzedzi biologii systeméw zaowocowata rowniez w miedzyczasie powstaniem pracy

przegladowej (Scifo i wsp. Expert Reviews Proteomics, 2017 ). W artykule tym

przeanalizowaliSmy rézne podejscia eksperymentalne oparte na spektrometrii mas, ktore sg
obecnie wdrazane w celu badania dynamiki mézgu w stanach chorobowych w tym
zaburzeniach neurodegeneracyjnych i neuropsychiatrycznych. Omowilismy obecnie
uzywane metody proteomiczne stuzgce do izolacji i wzbogacania okreslonych populaciji
komorek lub regiondw mozgu, czy przygotowywania probek. Krytycznej analizie poddano
tez obecnie stosowane techniki z uzyciem spektrometrii mas stuzgce do poréwnawczej,
ilosciowej oceny proteomoOw, analizy modyfikacji potranslacyjnych, a takze metod
obrazowania mozgu. Omowiono réwniez przyszte kierunki, w tym analize kompartmentow
komorkowych, celowane analizy MS oraz zastosowanie cytometrii mas, ktdorg mozna
wykorzysta¢ do jednoczesnego wykrywania i oznaczania ilosciowego szeregu markerow w
poszczegoinych neuronach &7, Sygnatury molekularne pojedynczych populacji komérek na
poziomie transkryptomu zostaty z powodzeniem wykorzystane do wnioskowania o liniach
komorkowych, subpopulacjach lub cechach biologicznych specyficznych dla komorki.
Podobne podejscie na poziomie biatek bedzie miato istotne znaczenie w przysziej
diagnostyce, identyfikacji subpopulacji chorych komérek czy ocenie lekoopornosci. Ponadto
rozne metody frakcjonowania subkomorkowego, takie jak przygotowanie synaptosomow,
wzbogacanie gestosci postsynaptycznych lub izolacja mitochondriow i endosoméw, w

potgczeniu z aktywowanym fluorescencyjnie sortowaniem komérek (FACS; ang.
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fluorescent-activated cell sorting), mogg by¢ stosowane w celu analizy proteomoéw
subkomérkowych, czy tych wywodzgcych sie ze zdefiniowanych struktur mézgowych (np. w
obecnie realizowanym przez mojg grupe projektu w ramach konsorcjum ERANET coFund,
dotyczacego roli mikrogleju w mézgu). Przyszte badania powinny réwniez oprze¢ sie o
metodologie dotyczgce dynamiki biatek w réznych populacjach komodrkowych, np.
wykorzystujgc linie myszy Cre-driver specyficzne dla typu komorki w potgczeniu z
okreslonymi reporterami. Metoda MACS (ang. magnetic-activated cell sorting), ktory
podobnie jak FACS umozliwia segregacje okreslonych populacji komorkowych z
wykorzystaniem sortowania magnetycznego i ukierunkowanego wigzania przeciwciat z
biatkami powierzchniowymi (na przyktad na neuronach ), utatwi réwniez szczegbtowe
badania proteomiczne.

Aktywowane fluorescencyjnie sortowanie jgder (FANS; ang. fluorescence activated
nuclei sorting,) sprzezone z analizg metodg tandemowej spektrometrii mas zostato rowniez
wykorzystane do identyfikacji i iloSciowego oznaczenia biatek ludzkiej kory czotowej 8. Aby
pozna¢ dynamike przestrzenng procesoéw w roznych lokalizacjach subkomorkowych (np.
boutony synaptyczne, aksony, neuryty i kolce dendrytyczne), nalezy dalej rozwijaé
narzedzia proteomiczne specyficzne dla regionu subkomorkowego w potgczeniu z
metodami frakcjonowania. Zmiany w lokalizacjach subkomorkowych sg powigzane ze
stanami patologicznymi (np. aberracje kolcéw dendrytycznych w HD, ataksjach, AD i PD),
dlatego te szczegbétowe analizy mogg dostarczyé istotnych informacji na temat
odrebnych/wspdlnych proceséw chorobowych i ich patogenezy. Potgczenie réznych
strategii omicznych (np. metabolomika nieukierunkowana i celowana, proteomika i
transkryptomika pojedynczych komoérek) pozwoli na gtebsze zrozumienie szlakéw
chorobowych, ktére mogg stuzy¢ do celowanej interwencji farmakologicznej. Ponadto szybki
postep metodologiczny i instrumentalny w obrazowaniu metodg spektrometrii mas moze
skutkowaé dostarczeniem kompleksowych danych na temat subkomorkowe] lokalizacji
przestrzennej analitbw w tkankach, zapewniajgc tym samym bardziej petny obraz
fizjopatologii badanych tkanek. Obecnie moja grupa we wspoétpracy z witoskimi
partnerami opracowuje takie multiomiczne podejscia, ktore majg zostaé wdrozone w

badaniach nad zaburzeniami NCL.

Whnioski i perspektywy na przysziosé

Wykorzystanie metodologii opracowanej do globalnej analizy interakcji biatko-biatko w skali

catego proteomu umozliwito zbadanie sieci biatek zaburzonych w grupie rzadkich,
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dziedzicznych schorzen - NCL. Zmapowalismy wspadlny interaktom CLN3-CLN5 ujawniajac,
ze podobienstwa fenotypowe obu chor6b mogg bazowaé na wspdélnych mechanizmach
molekularnych. Zidentyfikowalismy zmiany funkcjonalne zwigzane z niedoborem katepsyny
D w modelach mysich, ktérej mutacje sg przyczyng choroby CLN10, potwierdzilismy rowniez
udziat katepsyny D w procesach adhezji i migracji komoérek. Nasze wyniki sugerujg, ze
zmiany cytoszkieletu mogg by¢ krytycznym mediatorem patogenezy choroby, przyczyniajgc
sie do zapoczgtkowania zmian synaptycznych i zwyrodnienia neuronalnego
obserwowanego przy niedoborze katepsyny D. Analizy kompleksow biatkowych
przeprowadzone na modelu neuronéw dopaminergicznych potwierdzity wptyw biatka CLN3
na transport przezbtonowy, homeostaze lipidéw, pobudliwo$sé neuronow i jego udziat w
autofagii. Indukcja tych komérek ujawnita ich asynchroniczne réznicowanie w kierunku
fenotypu neuronalnego. Analiza interaktomu PPT1 pozwolita okresli¢ zupetnie nieznane do
tej pory funkcje tego biatka, takie jak migracja neuronow czy udziat w szlaku sygnatowym
receptora dopaminy. Co wiecej, badania nokautu mysiego genu PPT1 ujawnity, ze
zaburzone funkcje molekularne réznicujg w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby,
co moze by¢ pomocne w opracowywaniu terapii celowanych. Analiza komorek z
nadekspresjg genu PPT1 typu dzikiego i zmutowanego wykazata wptyw rozregulowanych
sieci genow kodujgcych biatka palmitoilowane na proces kietkowania i proliferacje
neuronow. Przeprowadzilismy réwniez kompleksowe badania modelu z nokautem genu
CLNS5, co pozwolito na ujawnienie zaburzen homeostazy mitochondrialnej objawiajgce sie
zmniejszonym metabolizmem tlenowym i podwyzszong produkcjg reaktywnych form tlenu,
a takze silny zwigzek obserwowanych zmian z postepem choroby CLN5. Podsumowujac,
poprzez potaczenie globalnej analizy proteomu i transkryptomu 2z funkcjonalng
bioinformatyka, eksploracjg baz danych i immunologicznymi technikami walidacyjnymi oraz
analizami funkcjonalnymi komorek w modelach NCL, ujawniono funkcje czterech biatek
NCL, a mianowicie CLN1, CLN3, CLN5 i CLN10 oraz wskazano rozregulowane $ciezki
sygnatowe, ktére sta¢ sie mogg w przysztosci celem badan farmaceutycznych. Badania
prowadzone na mysich modelach uzupetnilismy o ludzkie linie nerwiaka SH-SY5Y oraz
komorki uzyskane od pacjentéw z NCL. Jak wspomniano powyzej, choroby NCL nalezg do
grup schorzen rzadkich. W zwigzku z tym niewiele osrodkéw naukowych zajmuje sie tymi
schorzeniami, co nie dziwi ze wzgledu na dos¢ ograniczong dostepno$¢ materiatu
pacjentéw do badan. Dlatego tez przyszte prace powinny sie skupi¢ na potgczeniu informaciji
uzyskanych z r6znych modeli choroby z danymi uzyskanymi od pacjentow z NCL, a takze z

innymi zaburzeniami neurodegeneracyjnymi wykazujgcymi podobny obraz fenotypowy.
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Ponadto, poniewaz pozyskiwanie funduszy na badania nad rzadkimi chorobami jest sporym
wyzwaniem, nasze starania powinny zmierza¢ ku potgczeniu wysitkbw rdéznych grup
badawczych rozsianych po catym $wiecie i podnoszeniu $swiadomosci ws$rdd opini
publicznej. Zastosowanie technologii multiomicznych i przetozenie wnioskow na badania
kliniczne utatwi szybszg i doktadniejszg diagnoze, a takze rzuci swiatto na doktadniejszg
patogeneze tych choréb. Wykorzystanie podejs¢ biologii systemowej pozwoli na potgczenie
informacji o podtozu molekularnym procesdéw zachodzgcych w NCL uzyskanych w wyniku
analizy materiatu od pacjentow, z systemow in vitro, np. organoidow wyhodowanych z
mozgu oraz modeli NCL in vivo (myszy z nokautem). Wyniki takich analiz bedg podstawg
opracowania nowych metod molekularnych utatwiajgcych szybszag, funkcjonalng i
spersonalizowang diagnostyke chordb rzadkich, typu NCL.
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d) Oméwienie pozostatych osiggnieé naukowo — badawczych

Wykaz publikacji nie wchodzgcych w skfad gtbwnego osiggniecia naukowego znajduje sie

w zalgczniku nr 4.

Swoje zainteresowania mechanizmem powstawania ptytek amyloidowych AB rozpoczatem

juz na etapie studiéw doktoranckich prowadzonych w laboratorium pod kierunkiem prof.

Blasa Frangione, na Wydziale Patologii, NYU Medical Center, w Nowym Jorku. Byt to

wspolny program prowadzony z Instytutem Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
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PAN w Warszawie (obecnie im. M. Mossakowskiego; lata 1992-1996). Po powrocie z USA,
spedzitem rok w Warszawie, badajgc mechanizmy modyfikatoréw genetycznych choroby
Alzheimera i prébujgc potwierdzi¢ role biatka apolipoproteiny E (APOE) jako czynnika ryzyka
choroby Alzheimera (AD) w polskiej populacji (Lalowski i inni, Acta Neurobiol Exp, 1998 i
2001 oraz Kieszek i inni, Alzheimer Reports, 1999). Byly to pierwsze na ten temat
opublikowane raporty w Polsce. Badania te zostaty nastepnie kontynuowane w kolejnych
publikacjach dotyczgcych roli APOE w AD (Czyzewski i inni, 2001 oraz Luczywek E i in.,
Dement Geriatr Cogn Disord, 2002), w ktérych jestem wspoétautorem 9093 Za te
osiggniecia zostatem nagrodzony prestizowym stypendium Fundacji na rzecz Nauki Polskiej
w latach 1996-1997 (https://www.fnp.org.pl/laureaci-start-1996/).

W kolejnym etapie postanowitem poszerzy¢ zakres moich mozliwosci badawczych i
odbytem pierwszy staz podoktorski na Wydziale Patologii, Uniwersytetu Helsinskiego w
latach 1998-2001. Moje badania koncentrowaly sie na roznych aspektach formowania
cytoszkieletu i zmian w biatkach wchodzagcych w jego skikad w zaburzeniach
neurodegeneracyjnych i miesniowych (w szczegollnosci biatkach, biatku dystrofii
obreczowo-konczynowej typu 1A, LGMD1A- miotylinie (MYOT) i jego pierwszym
opisanym ludzkim homologu palladynie (PALLD). Podczas tego stazu opracowatem i
zoptymalizowatem protokoty oczyszczania, ekspresiji [ charakteryzowania
nierozpuszczalnych biatek cytoszkieletowych przy uzyciu metod klasycznej biologii
molekularnej, chemii biatek, biologii strukturalnej i spektrometrii mas. Staz podoktorski
zaowocowat trzema publikacjami w czasopismach: Human Molecular Genetics (cytowana
105 razy), Molecular Biology of the Cell (cytowana 107 razy) i Biochemical Biophysical
Research Communications (cytowana 17 razy) 94,

Aby kontynuowaé studia w dziedzinie proteomiki i neurodegeneracji, w kierunku
biologii systemowej, w lutym 2002 r. dotgczytem do grupy wiodgcego eksperta w dziedzinie
sieci biatkowych i zaburzen neurodegeneracyjnych, prof. Ericha E. Wankera z Max-
Delbriick-Center for Molecular Medicine. Gtéwnym celem moich prac badawczych w MDC
byta préba zrozumienia lokalnych sieci komorkowych powstajgcych w wyniku interakcji
biatko-biatko (PPI), i odgrywajgcych istotng role w rozwoju chorob cztowieka na poziomie
biologii systemu. Bratem czynny udziat w zorganizowaniu specjalistycznego zespotu,
wykwalifikowanego w zastosowaniu wysokoprzepustowych metod biologicznych
przydatnych do wyjasnienia molekularnego mechanizmu zaburzen neurodegeneracyjnych.
Opracowanie zautomatyzowanego drozdzowego systemu dwuhybrydowego do analiz

ludzkich PPI zaowocowato powstaniem kilku szeroko cytowanych w swiecie nauki publikacji.
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Opublikowany przez nasz zespét, w 2005 roku, w czasopismie Cell, ludzki interaktom
stanowit zrodto anotacji do dalszych badan ludzkiego proteomu *2.

Jednoczes$nie pracowaliSmy nad opracowaniem sieci interakcji biatko-biatko dla
innego ludzkiego schorzenia neurodegeneracyjnego, choroby Huntingtona (HD). Dzieki
potgczeniu biblioteki i platformy Y2H nasz zespodt, jako pierwszy na swiecie stworzyt siec
PPI dla choroby Huntingtona. Wspomniana sie¢ zawiera 186, gtéwnie nowych interakciji
pomiedzy 86 r6znymi biatkami, a biatkiem huntingtyng (Htt), odpowiedzialnym za rozwéj HD
(Mol Cell, 2004) ?2. Korzystajgc z opracowanej sieci PPl udato nam sie zidentyfikowac biatko
GIT1, silnie stymulujgce tworzenie agregatow zmutowanego biatka Htt. Przeprowadzone
nastepnie badania immunohistochemiczne wykazaly, ze biatko GIT1 jest obecne w
neuronalnych wtretach jgdrowych, ktére sg cechg charakterystyczng w patogenezie HD.
ZasugerowaliSmy wiec, ze utrata funkcji biatka GIT1 lub jego niewtasciwa lokalizacja w
neuronach przyczynia sie do nasilenia procesu chorobowego (Gohler i wsp., 2004).
Opublikowana w czasopismie Molecular Cell praca na ten temat byta cytowana do tej
pory ponad 300 razy. Wyniki te pokazaty, ze systematyczne mapowanie interakcji w
potgczeniu z podejsciami opartymi na hipotezach, koncentrujgcych sie na konkretnych i
medycznie istotnych pytaniach, mogg prowadzi¢ do identyfikacji potencjalnych
modyfikatorow chordob neurodegeneracyjnych. Innowacyjne metodologie opracowane w
powyzszych badaniach zostaly nastepnie wykorzystane w moich kolejnych projektach
dotyczacych choréb Parkinsona (Dachsel i wsp., 2005 °7) i Huntingtona. Z wykorzystaniem
metody Y2H zweryfikowaliSmy miedzy innymi interakcje pomiedzy biatkami Htt i GASP2,
biorgcym udziat w degradacji receptora btonowego w HD. Badane interakcje zostaty
dodatkowo zwalidowane z wykorzystaniem techniki koimmunoprecypitacji i kolokoalizacji w
komérkach SH-SY5Y. Zademonstrowalismy, ze biatka Htt i GASP2 formujg kompleksy w
komorkach SH-SY5Y oraz majg mozliwos¢ interakcji w komorkach neuronalnych (Horn i
wsp., 2006) °°. Dzieki opracowaniu wspomnianych sieci PPI, mozliwe stato sie opracowanie
kompleksowe] mapy interaktomu ludzkiego.

W kolejnym etapie mojej kariery naukowej rozpoczatem wspélne badania z grupami
badawczymi M. Vidala, AL Barabasiego, J. Taverniera i E. Wankera, w celu utworzenia
zintegrowanej platformy, dostarczajgcej dane wysokiej jakosci na temat interakcji biatko-
biatko w chorobach neurodegeneracyjnych. Badania te zaowocowaty w 2009 powstaniem
publikacji w czasopismie Nature Methods (praca cytowana ponad 500 razy) %. W latach
2005-08 bytem réwniez kierownikiem projektu, w ktorym generowano i analizowano w

sposob funkcjonalny przeciwciata wytwarzane przeciwko ponad 120 réznym ludzkim
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biatkom zwigzanym z HD i innymi zaburzeniami neurodegeneracyjnymi (projekt NGFN2 KB-
P0O4TO03).

Kolejny projekt, w ktorym miatem przyjemnos$¢ uczestniczy¢, dedykowany byt
opracowaniu metod bioinformatycznych do oceny zestawéw danych pochodzgcych z analiz
technikami spektrometrii mas. Uzyskane wyniki umozliwity badania natywnych kompleksow
biatkowych i doprowadzity do powstania trzech publikacji (cytowane ogotem 52 razy, Wolski
i inni, 2005, 2005a, 2006) °-101,

Podsumowujgc, okres mojej kariery, ktéry spedzitem w Berlinie zaowocowat
powstaniem 8 recenzowanych publikacji (zatgcznik nr 4), 17 prezentacjami plakatowymi
oraz 2 patentami dotyczgcymi metodologii badan przesiewowych Y2H (EP03013957.0.) i
sieci HD (EP04030994.0). W tym czasie bytem réwniez promotorem pomochniczym dwoch
prac doktorskich dotyczgcych rozwoju metod opartych o spektrometrie mas i mechanizmow
agregacji huntingtyny w moézgu w chorobie HD.

Za osiggniecia w badaniach schorzen neurodegeneracyjnych, opublikowanych w 13
pracach, w listopadzie 2011 roku zostatem nagrodzony w Finlandii tytutem docenta
(Dosentti/Adjunct Professor). Wymagania dotyczgce tytutu docenta na uniwersytecie w
Helsinkach obejmujg badania naukowe roéwnowazne co najmniej dwOm rozprawom
doktorskim opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych. Moja aplikacja byta
oceniana przez niezaleznych recenzentéw.

W ramach mojej pracy naukowej opracowuje rowniez i wdrazam rézne technologie
proteomiczne, miedzy innymi obrazowanie tkanek metodami spektrometrii mas MALDI
(MALDI-MSI), umozliwiajgce ustalanie przestrzennych i molekularnych rozktadow
czgsteczek w roznych stanach chorobowych bezposrednio w tkankach. Przykladem takich
badan jest np. analiza sktadu ptytek AB w rzadkim genetycznym wariancie choroby
Alzheimera (tzw. mutacja ,arktyczna”, E22G w pozycji 22 peptydu ApB; Neurobiol of Aging,
2012; Acta Neuropathol Commun, 2013 10210%) Qstatnio z powodzeniem zastosowali$my
réwniez technike MSI w celu wyjasnienia mechanizmu dziatania leku przeciwcukrzycowego
— metforminy, w watrobie (Front Pharmacol, 2018 1% oraz komentarz do artykutu). Stosujgc
techniki obrazowania, systematycznie analizujemy takze mechanizmy penetracji lekéw
przeciwnowotworowych oraz wykorzystanie przez nich poszczegoélnych szlakow
metabolicznych w celu dotarcia do tkanek docelowych (umowa z firmg Pfizer, zatacznik 4).

Zainicjowatem réwniez szereg wspotprac, ktérych celem byta analiza komplekséw
biatkowych powigzanych z chorobami mézgu, na przykiad, opisane w PNAS, 2012 05
Nature Commun, 2013 1%; Mol Cell Proteomics, 2014 97, Cell Reports, 2015 23, lub
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zwigzanych ze zmianami w dynamice proteomu w réznych stanach chorobowych, np. Aging
Cell, 2017 8; Nature Commun, 2018 198; Rheumatology (London), 2019 1%9; Cell Mol Life
Sci, 2019 10 (petna lista publikacji, zatacznik nr 4).

Moja grupa badawcza, przy finansowym wsparciu Akademii Finskiej (projekt PropAD,

JPND-coFUND; http://pahnkelab.eu/funding/prop-ad-jpnd/; projekt zakonczony

31.12.2019), koncentrowata sie na ustaleniu drog propagacji peryferyjnie podawanego
amyloidu B (AB) do mézgu. Projekt ten byt wspdlnie realizowany z grupami badawczymi z
Uniwersytetu w Oslo (Norwegia), Karolinska Institutet (Szwecja), Uniwersytetu w Tel Aviv
(Izrael) oraz Uniwersytetu w Moguncji (Niemcy). W tym celu wykorzystaliSmy transgeniczny
mysi model AD, APPPS1 wzbogacany okreslonymi ilosciami znakowanych **N peptydow
AB1-40/42. Znakowane izotopowo peptydy AB, podawano dootrzewnowo myszom, aby
Sledzi¢ profil odkfadania sie peptydow amyloidu w réznych punktach czasowych w réznych
strukturach mozgu i narzgdach obwodowych. W ramach projektu stworzyliSmy platforme do
identyfikacji amyloidu w otrzymanych proébkach na poziomie attomolarnym i
monitorowalismy, w jaki sposob znakowane peptydy AB pochodzgce z wstrzyknietych
otrzewnowo ekstraktéw mézgu, sg w stanie przenikngé do ré6znych narzgdéw obwodowych
| struktur moézgowych u myszy APPPS1. W tych eksperymentach zmierzyliSmy nieznaczne
ilo$ci znakowanego weglem 3C na lizynie (*3C-Lys) AB zdolnego do penetracji mézgu, co
stanowito ponizej 0,01% catkowitego zmierzonego AR, w setnym dniu po inokulacji. Tkanke
mdbzgowg poddano dalszej ilosciowej i jakosciowej ocenie pod katem obecnosci AR w
ptytkach starczych oraz poziomu aktywacji komorek mikrogleju. Jak oceniono na podstawie
ilosciowych pomiaréw 3C-Lys AB w m6zgu, podawanie AB poprzez krgzenie nie powoduje
jego aktywnego transportu do mézgu, badz proces ten zachodzi na bardzo niskim poziomie.
Planujemy, aby te ustalenia i opracowane metodologie byty dalej realizowane w ramach
wspolnego grantu finansowanego przez UE. Badania te mogg przyczyni¢ sie do lepszego
zrozumienia mechanizméw odktadania oraz usuwania A w mézgu z AD.

Kolejny projekt, ktory realizujemy do 31.12.2021 roku dotyczy roli mikrogleju w
ciezkich zaburzeniach depresyjnych (Major Depressive Disorders, MDD), (projekt ERANET-
Neuron coFUND MicroSynDEP; https://www.neuron-eranet.eu/en/790.php). Projekt ten

realizowany jest we wspotpracy z grupami badawczymi z CRCHU de Québec-Université
Laval (Montreal-Kanada), Istituto Superiore di Sanita (Rzym- Wiochy), DZNE (Bonn-
Niemcy), Instytutem im. Nenckiego, PAN (Warszawa- Polska), King’ s College London
(Londyn, Wielka Brytania). MDD jest jednym z najpowazniejszych wyzwan dla zdrowia

publicznego, zaréwno pod wzgledem Kklinicznym i spotecznym, jak i ekonomicznym,
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pochtaniajgcym ponad 120 miliardéw euro w samej Europie. Jednak metody umozliwiajgce
modulowanie funkcji mikrogleju wcigz sg mato obiecujgce w tworzeniu nowych i
skuteczniejszych strategii terapeutycznych w leczeniu MDD. Rolg mojej grupy badawczej w
tym projekcie jest wykorzystanie i optymalizacja réznych ilosciowych platform
proteomicznych w potgczeniu z badaniami metabolomicznymi i bioinformatykg funkcjonalng
do wyjasnienia uposledzenia funkcji mikrogleju oraz jego interakcji z synapsami w MDD. W
tym celu wykorzystujemy r6zne modele mysie i materiat biologiczny pobrany od pacjentéw
w osrodkach w Kanadzie, Niemczech i we Wioszech.

Trzeci miedzynarodowy projekt badawczy (https://sztest.eu/), ktérego jestem

jednym z lideréw, trwajgcy do 31.12.2021, koncentruje sie na opracowaniu narzedzi do
diagnostyki molekularnej i wczesnego wykrywania schizofrenii. W tym projekcie méj zespét
wykorzystuje narzedzia spektrometrii mas do oszacowania markeréw biatkowych
schizofrenii, w tym ich wykrywaniu i charakterystyce specyficznych dla neuronéw
czynnikéw transkrypcyjnych (manuskrypt po recenzji, Vanaveski et al.).

W obliczu nadchodzgcej ery medycyny spersonalizowanej kluczowe jest
zrozumienie, w jaki sposéb komorki funkcjonujg zarbwno w stanie normy jak i patologii.
Wyjasnienie dynamiki syntezy biatek i identyfikacja kompleksowych zmian zachodzgcych w
ich chemicznej budowie oraz dystrybucji komérkowej jest w tym kontekscie niezwykle
istotne. Opracowana przez moj zesp6t metodologia, nie tylko umozliwia badania dynamiki
proteomu mozgu, ale réwniez dostarcza informacji o interakcjach zachodzgcych w
komérkach w réznych stanach patologicznych. Wsparcie stosowanymi przez nas
technikami obrazowania metodami spektrometrii mas, mikrodysekcji laserowej i wiedzg
neuropatologiczng, a takze innymi juz istniejgcymi platformami w IChB i helsinskim
kampusie Meilahti, moze przyczyni¢ sie do identyfikacji zmian specyficznych dla chordb
neurodegeneracyjnych i przyczyni¢ sie do osiggniecia dalekosieznego celu, jakim jest
opracowanie strategii terapeutycznych tych chorob.

Nalezy rowniez podkresli¢, jak istotne jest potgczenie stosowanych w moich
badaniach, proteomiki/neuronauki/spektrometrii mas z innymi, alternatywnymi dyscyplinami
naukowymi i wspotpracg z r6znymi grupami badawczymi. Obecnie, ktade duzy nacisk na
ten aspekt i rozwijam intensywnie rozne wspotprace naukowe z grupami z Finlandii i innych
krajow, nie tylko europejskich. Moim zdaniem, takie wspoétdziatanie powinno by¢ oparte, nie
tylko na opracowywaniu metodologii, ale takze obejmowac¢ kompleksowg analize danych.

Kolejng zasadg, ktéra wedtug mnie jest niezwykle istotna, jest utrzymywanie

monotematycznej, wtasnej linii badawczej, ale i rownolegte stuzenie spotecznosci naukowe.
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Majgc na uwadze te zasade, uczestniczytem w organizacji trzech, bardzo silnych filarow
(grupa badawcza / placéwka ustugowa / zajecia dydaktyczne) w Klinicznym Osrodku
Proteomicznym, w kampusie Meilahti w Helsinkach.

W sierpniu 2020 roku rozpoczatem prace w niepetnym wymiarze godzin w Zaktadzie
Proteomiki Biomedycznej (Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu), w celu opracowania r6znych metod obliczeniowych wspomagajgcych analize
danych omicznych. W podsumowaniu, wprowadzajgc osobisty aspekt, odkad
zaprzyjaznitem sie z kilkoma badaczami z instytutu ICHB PAN, a takze odkad poznatem ich
dokonania badawcze prezentowane na réznych sympozjach naukowych i pracy w zarzgdzie
Finskiego Towarzystwa Proteomicznego a takze czasopismie Frontiers of Molecular
Neuroscience, mysle, ze bytoby istotne, aby moc potgczy¢ moje badania z ich dokonaniami,

wspolnie rozwijajgc dziatania eksperymentalne i edukacyjne.

Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR) dla artykutow
niedotyczagcych osiggniecia habilitacyjnego wynosi: 254.673. tgczna liczba punktow
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MniSW2o019) wynosi 5490. tgczna liczba
cytowan wedtug bazy danych WoS (dostep: 13.11.2020) to 2070 (bez autocytowan). W 17
pracach jestem pierwszym autorem lub autorem korespondencyjnym. Moj zesp6t badawczy
wspotpracuje obecnie z ponad 20 grupami z catego Swiata, w tym z Polski. M9j indeks
Hirscha wynosi 21 (WoS).

Literatura uzupetniajgca:

Niektére z cytowanych pozycji literatury w tym rozdziale znajdujg sie w spisie literatury odnoszacej
sie do osiggniecia naukowego i sg zaznaczone gwiazdkg *.

90 Czyzewski, K., Lalowski, M. M., Pfeffer, A. & Barcikowska, M. Lipid metabolism parameters
in patients with Alzheimer's disease and their first degree relatives. Acta neurobiologiae
experimentalis 61, 21-26 (2001).

91 Lalowski, M. M., Czyzewski, K., Pfeffer, A., Barcikowska, M. & Kwiecinski, H. ApoE
polymorphism in Polish patients with Alzheimer's disease. Acta neurobiologiae
experimentalis 58, 65-68 (1998).

92 Luczywek, E. et al. Cognitive deficits and polymorphism of apolipoprotein E in Alzheimer's
disease. Dementia and geriatric cognitive disorders 13, 171-177 (2002).
93 Luczywek, E. et al. [Patterns of cognitive impairment and apolipoprotein genotype in persons

with Alzheimer's disease]. Neurologia i neurochirurgia polska 35, 1021-1033 (2001).

94 Mologni, L., Moza, M., Lalowski, M. M. & Carpen, O. Characterization of mouse myotilin and
its promoter. Biochem Biophys Res Commun 329, 1001-10089,
doi:10.1016/j.bbrc.2005.02.074 (2005).

95 Mykkanen, O. M. et al. Characterization of human palladin, a microfilament-associated
protein. Mol Biol Cell 12, 3060-3073 (2001).
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Salmikangas, P. et al. Myotilin, the limb-girdle muscular dystrophy 1A (LGMD1A) protein,
cross-links actin filaments and controls sarcomere assembly. Hum Mol Genet 12, 189-203
(2003).

Dachsel, J. C. et al. Parkin interacts with the proteasome subunit alpha4. FEBS Lett 579,
3913-3919, doi:10.1016/j.febslet.2005.06.003 (2005).

Venkatesan, K. et al. An empirical framework for binary interactome mapping. Nat. Methods
6, 83-90 (2009).

Wolski, W. E. et al. Analytical model of peptide mass cluster centres with applications.
Proteome science 4, 18, doi:10.1186/1477-5956-4-18 (2006).

Wolski, W. E., Lalowski, M., Jungblut, P. & Reinert, K. Calibration of mass spectrometric
peptide mass fingerprint data without specific external or internal calibrants. BMC
Bioinformatics 6, 203, d0i:10.1186/1471-2105-6-203 (2005).

Wolski, W. E. et al. Transformation and other factors of the peptide mass spectrometry
pairwise peak-list comparison process. BMC Bioinformatics 6, 285, doi:10.1186/1471-2105-
6-285 (2005).

Kalimo, H. et al. The Arctic AbetaPP mutation leads to Alzheimer's disease pathology with
highly variable topographic deposition of differentially truncated Abeta. Acta Neuropathol
Commun 1, 60, doi:10.1186/2051-5960-1-60 (2013).

Philipson, O. et al. The Arctic amyloid-beta precursor protein (AbetaPP) mutation results in
distinct plagues and accumulation of N- and C-truncated Abeta. Neurobiol Aging 33, 1010
€1011-1013, doi:10.1016/j.neurobiolaging.2011.10.022 (2012).

Calza, G. et al. Lactate-Induced Glucose Output Is Unchanged by Metformin at a Therapeutic
Concentration - A Mass Spectrometry Imaging Study of the Perfused Rat Liver. Frontiers in
pharmacology 9, 141, doi:10.3389/fphar.2018.00141 (2018).

Chua, J. J. et al. Phosphorylation-regulated axonal dependent transport of syntaxin 1 is
mediated by a Kinesin-1 adapter. Proc Natl Acad Sci U S A 109, 5862-5867,
doi:10.1073/pnas.1113819109 (2012).

Krauss, S. et al. Translation of HTT mRNA with expanded CAG repeats is regulated by the
MID1-PP2A protein complex. Nature communications 4, 1511, doi:10.1038/ncomms2514
(2013).

Zareba-Koziol, M., Szwajda, A., Dadlez, M., Wyslouch-Cieszynska, A. & Lalowski, M. Global
Analysis of S-nitrosylation Sites in the Wild Type (APP) Transgenic Mouse Brain-Clues for
Synaptic Pathology. Mol Cell Proteomics 13, 2288-2305, do0i:10.1074/mcp.M113.036079
(2014).

Piazza, R. et al. SETBP1 induces transcription of a network of development genes by acting
as an epigenetic hub. Nature communications 9, 2192, doi:10.1038/s41467-018-04462-8
(2018).

Barreto, G. et al. Functional analysis of synovial fluid from osteoarthritic knee and
carpometacarpal joints unravels different molecular profiles. Rheumatology (Oxford) 58, 897-
907, doi:10.1093/rheumatology/key232 (2019).

Arasu, U. T. et al. HAS3-induced extracellular vesicles from melanoma cells stimulate IHH
mediated c-Myc upregulation via the hedgehog signaling pathway in target cells. Cell Mol
Life Sci, doi:10.1007/s00018-019-03399-5 (2019).

e) Informacja o0 osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych
oraz popularyzujacych nauke.

I. Zakres doswiadczenia pedagogicznego w zakresie edukacji podstawowej:

1989-1990: Nauczyciel biologii w 41-liceum w Warszawie (liceum im Joachima
Lelewela; http://www.lelewel.waw.pl/)

Uniwersytet w Helsinkach (Wydzial medyczny; lata 2008-2020: kursy dla studentéw

medycyny oraz dla magistrantéw)
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1) Organizacja zaje¢ laboratoryjnych na kursie Basic Metabolism dla studentéw
medycyny 1 roku (listopad-grudzien 2011, listopad-grudzien 2012 oraz listopad-
grudzien 2013). Organizacja egzaminéw kursowych (2013, 2014).

2) 30496 TRANSMED Introduction to proteomics and metabolomics (2015-2017),
zaprojektowanie kursu, wyktady, laboratorium, nadzér nad egzaminami

3) TMED-912 Introduction to Clinical Proteomics (2018-2020, ), zaprojektowanie
kursu, wyktady, laboratorium, nadzoér nad egzaminami
(https://moodle.helsinki.fi/course/view.php?id=32841),

4) Kurs: 375005 Solun rakenne ja toiminta/Cellens struktur och function/cell structure
and function (prowadzenie grup w jezyku angielskim w oparciu o Problem Based
Learning, PBL, przygotowanie do egzaminow i nadzér nad egzaminami, 2014-2020),

5) Planowanie kursu i ogoiny nadzér nad przebiegiem zaje¢: Immunological methods
2013-2018,

6) Planowanie kursu i ogélny nadz6r nad przebiegiem zaje¢: Measurement techniques
for Bioinformatics 2014-2015,

7) Kurs: Molekyylibiologia / Molekylarbiologi / Molecular Biology (prowadzenie grup w
jezyku angielskim w oparciu o Problem Based Learning, PBL, przygotowanie do
egzamindw i nadzor nad egzaminami, 2014-2015),

8) Kurs: Perima ja Kehitys / Genom och utveckling / Genome and Development
(prowadzenie grup w jezyku angielskim w oparciu o Problem Based Learning, PBL,
przygotowanie do egzaminéw i nadzér nad egzaminami, 2016-2020).

9) Kurs: Clinical proteomics for dummies (2016-2019) dla studentéw medycyny
(zaprojektowanie kursu, wyktady, laboratorium),
https://moodle.helsinki.fi/course/view.php?id=27430

10)Kurs: NEU-561 Principles of bioscience omics (2018-2020), Proteomics and
mass spectrometry imaging module (zaprojektowanie kursu, wyktady,
laboratorium, nadzoér nad egzaminami),
https://moodle.helsinki.fi/course/search.php?search=neu-561

Il. Zakres doswiadczenia pedagogicznego w zakresie edukacji doktorantéw i
postodocs:

Max Delbriick Center; lata 2002-2008; kursy dla doktorantéw i na poziomie postdocs

1) Organizacja kursow laboratoryjnych dotyczgcych interaktomiki przy uzyciu
drozdzowego systemu dwuhybrydowego (yeast-two-hybrid interactomics methodology)
zorganizowanych dla platformy badawczej EUROSCA (2005); Max Delbriick Center,
Berlin- Niemcy,

2) Zaprojektowanie kursu, wykfady: Proteomics and Protein-Protein Interactions:
MSc/PhD Program in Molecular Medicine at the Charité University Hospital, Berlin (2006-
2008). Module 4, Functional Genomics (http://www.molecular-medicine-berlin.com/)

Uniwersytet w Helsinkach (Wydziat medyczny; lata 2008-2020: studia doktoranckie i na
poziomie postdocs)

3) Zaprojektowanie i prowadzenie cyklicznego kursu (wyktady, laboratoria, nadzér nad
egzaminami): Advanced Courses in Proteomics and Protein Chemistry held at the
Biomedicum Helsinki, Meilahti Clinical Core Proteomics Facility (Wrzesien 2009, Maj
2010; Wrzesien 2011, 2012, 2013)

4) Zaprojektowanie i prowadzenie cyklicznego kursu (wykfady, laboratoria, nadzér nad
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egzaminami): Introduction to Basic Protein Chemistry and Proteomics with Clinical
Applications; Pazdziernik 2012, 2013 (Biomedicum Helsinki, Meilahti Clinical Core
Proteomics)

5) Zaprojektowanie i prowadzenie cyklicznego kursu (wyktady): Proteomics and Systems
biology lectures at the TransMed curriculum (2011-2013, Biomedicum Helsinki, Meilahti
Clinical Core Proteomics)

6) Zaprojektowanie i prowadzenie kursu (wykfady, laboratoria): Special Course in Mass
Spectrometry Imaging (MALDI-Imaging) 2009, EuroKUP course; Biomedicum Helsinki.
Pazdziernik 12-14, 20009.

7) Zaprojektowanie i prowadzenie kursu (wykfady, laboratoria): Training School on
MALDI Imaging of Kidney Tissue (BM0702/COST/ESF/2010).

8) Wyktadowca na kursie: Cyprus Clinical Proteomics (Wrzesien 2010), Nicosia, Cyprus.

9) Wykfadowca na kursie: Advanced Proteomics course, Zakopane, Polska (Kwiecien
2011), zorganizowany przez European Science Foundation.

10) Wykfadowca na cyklicznym kursie: Protein-protein interactions (2013-2019),
zorganizowany przez Docent Sanna Lehtonen (UH, Finland).

11) Wyktadowca na kursie: Biological Mass Spectrometry (Maj 2014), zorganizowany
przez Docent Tuula Nyman (UH, Finlandia).

12) Gtéwny organizator i wyktadowca na kursie: Bioinformatics, zorganizowany przez
FinnProt (Marzec, 16-17 2017), UH- Finlandia,

13) Gtéwny organizator i wyktadowca na: 2nd Finnish Symposium on Biological Mass
Spectrometry, 31.10-01.11.2017 (Vanajalinna, Finland)
http://www.finnprot.fi/2017/04/2nd-finnish-symposium-on-biological-mass-spectrometry/

14) Wykfadowca na kursie: Introduction to Proteomics Course, CSC, (25.03.2019,
Espoo, Finlandia) https://www.csc.fi/fi/web/training/-/introduction-to-proteomics

Sprawowanie opieki naukowej nad studentami

l. Prace magqisterskie i inne:
Universytet w Helsinkach (Wydziat medyczny)

1) 2016 Promotor- Susann Sundqvist: Tripeptidin IPP:n kvantitointimenetelman kehitys
eri HPLC-kolonneilla sek& yhdisteen varmistus MALDI:lla ja ESI/MS:lI&. Metropolia
Ammattikorkeakoulu Laboratorioanalyytikko (AMK). http://urn.fi/URN:NBN:fi:amk-
201605198696

2) 2017 Promotor- Nyberg, Elisabeth. Development of quantitative methods for
measuring Abeta peptides in Alzheimer's disease brain. MSc Thesis.
http://urn.fi/lURN:NBN:fi:aalto-201712187965

3) 2019 Promotor- Anna Kristiina Lundgren: Application of MALDI-mass spectrometry
for quantitative assessment of anti-cancer drugs on tissues (Metropolia
Ammattikorkeakoulu Laboratorioanalyytikko (AMK).
http://urn.fi/lURN:NBN:fi:amk-2019121125974

. Prace doktorskie:
Max Delbriick Center for Molecular Medicine
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1) 2007 Promotor pomocniczy, Eryk W. Wolski “Analysis of sets and collections of
Peptide Mass Fingerprint data”, MPI for Molecular Genetics, Berlin (2004-2007).

2) 2009 Promotor pomocniczy, Yacine Bounab. “CRMP1 Protein Complexes Modulate
PolyQ-Mediated Htt Aggregation and Toxicity in Neurons”, MDC-Berlin Buch, Berlin
(2005-2009).

Universytet w Helsinkach (Wydziat medyczny)
1) 2014 Promotor, Enzo Scifo: “Systematic Analysis of disease pathways in

Congenital, Infantile and Juvenile Neuronal Ceroid Lipofuscinoses”, Faculty of
Medicine, University of Helsinki (http://urn.fi/lURN:ISBN:978-951-51-0360-4).

Trwajgce prace doktorskie:

2) Kopromotor pracy doktorskiej: Arvydas Dapkunas, MSc. (2017-2021), University of
Helsinki “Bioimage analysis in developmental biology and disease: depicting
biochemical pathways in kidney development and NCL disease model".

3) Kopromotor pracy doktorskiej: Vignesh Srinivasan, MSc (2018-2022), University of
Helsinki “Targeting the proteostasis and transcriptional defects associated with
Huntington’s disease”.

4) Promotor pomocniczy pracy doktorskiej: Katarzyna Fratczak, MsEng (2018-2022),
Silesian University of Technology “Methods of dimensionality reduction, feature
extraction and selection in clustering MS data”.

5) Kopromotor pracy doktorskiej: Annunziata Cascone, MD (2020-2022), University of
Helsinki “Elucidating the role of LACTB in mitochondria- physiology and disease”.

[I. Czlonek komisji doktoranckiej (Universytet w Helsinkach)

MSc Julia Casado, Division of Bioinformatics, Faculty of Medicine, Uni. of Helsinki (2014-
ongoing); Research Program in Systems Oncology, Doctoral Programme in Biomedicine.

MSc Juuso H. Taskinen, Minerva Foundation Institute for Medical Research, 2020- ongoing,
Doctoral Programme in Integrative Life Science.

Recenzent prac doktorskich

1) Praca doktorska: Vasudheva Reddy Akepati, “Molecular characterization of Optic
Atrophy protein OPA1”; MDC, Berlin (2007);

2) Praca doktorska: Sandra Soderholm,”Phosphoproteomics characterization of viral
infection”, Faculty of Biological Sciences, University of Helsinki (2016);

3) Praca doktorska: Wojciech Cypryk, “Extracellular vesicles in innate immunity
proteomic investigations”, Faculty of Biological Sciences, University of Helsinki
(2016);

4) Praca doktorska: Santosh Bhosale, “Serum proteomics to detect early changes in
type 1 diabetes and carotid atherosclerosis”, University of Turku (2018);

5) Praca doktorska: Stefano Doccini, “Functional omics approaches towards affected
molecular pathways underlying various forms of Neuronal Ceroid Lipofuscinoses”,
University of Florence, Doctoral programme Tuscan PhD in Neurosciences (2018);

6) Praca doktorska: Andrii Bugai,” Regulation of Pol Il polymerase transcriptional
response to DNA-damage by RBM7 and P-TEFb”, Faculty of Medicine, University of
Helsinki (2020)
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Materiaty do nauki na poziomie uniwersyteckim

1) Jako wyktadowca na Uniwersytecie w Helsinkach, sprawowatem opieke nad
kilkkudziesiecioma doktorantami na kursach z zakresu podstawowych i
zaawansowanych metod biochemii, biatek, chemii, proteomiki i spektrometrii mas.
Pliki PDF z tymi wyktadami sg dostepne, jako materialty dydaktyczne i mozna je
znalez¢ pod adresem:
http://research.med.helsinki.fi/corefacilities/proteinchem/courses.htm

2) Moodle: (Uniwersytet Helsinski): 30496 TRANSMED Introduction to proteomics
and metabolomics; TMED-912 Introduction to Clinical Proteomics, 2018-2020;
NEU-561 Principles of bioscience omics, 2018-2020)

3) Podczas zajec praktycznych na Uniwersytecie. w Helsinkach Prowadzitem rowniez
kilka seminariow tematycznych, ktérych wydruki byty udostepniane jako materiaty
dydaktyczne dla uczestniczgcych studentéw.

Podreczniki akademickie

1. Strosznajder Joanna i Latowski Maciej. Peptydy Amyloidu R w mozgu starczym i w
patomechanizmie choroby Alzheimera. W Mézg i starzenie. Pod redakcjg Joanny B.
Strosznajder i Mirostawa J. Mossakowskiego. Warszawa 2001. Upowszechnianie
nauki-oswiata "UN-O" Sp. z 0.0., Warszawa, str. 106-129. Rozdziat w jezyku polskim.

2. tatowski Maciej i Czyzewski Krzysztof. Dziedziczne kongiofilne angiopatie. W
Otepienie. Pod redakcjg Andrzeja Szczudlika, Pawta P. Liberskiego, Marii
Barcikowskiej. Krakow 2004. Wydawnictwo Uniwersytetu Jagiellonskiego. Rozdziat
w jezyku polskim.

3. Zareba-Koziot Monika, Lalowski Maciej, Wystouch-Cieszyhska Aleksandra. Label-
free LC-MS/MS comparative analysis of protein S-nitrosome in synaptosomes from
wild type and APP transgenic mice. W Analysis of Post-Translational Modifications
and Proteolysis in Neuroscience. Neuromethods, 2016. Wydawca: Humana Press.
Pod redakcjg Jennifer Elizabeth Grant i Hong Li, str. 1-24.

Udziat w projektowaniu programéw nauczania i administrowaniu oswiatag

Wybrany jako cztonek Master's Degree Program in Translational Medicine (TRANSMED;
http://www.helsinki.fi/transmed/), dotyczgcy studiow magisterskich na Wydziale medycznym
Uniwersytetu w Helsinkach, od pazdziernika 2009.

Inne osiagniecia dydaktyczne

1) Aktywnos¢ naukowo dydaktyczna prowadzona przez towarzystwo proteomiczne FinnProt
(www.finnprot.fi),

2) W trakcie studiow magisterskich bytem prywatnym korepetytorem biologii i chemii (1989-

1991, Warszawa - Polska),

3) Podczas stazu naukowego w Nowym Jorku prowadzitem rowniez weekendowe zajecia

konwersacyjne z jezyka polskiego dla dzieci emigrantéw (1994-1995, NYC, USA),

4) Podczas stazu naukowego w Berlinie bratem udziat w organizacji Dni Nauki,

przeznaczonych dla szerokiego grona odbiorcow spoza sSwiata nauki (pokazy robotyki i

automatyki w Max Delbrtick Center for Molecular Medicine), ktéra odbyty sie w 2006 i 2007

roku. Pokazy odbywaty sie w jezyku niemieckim.
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