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1.Imie i Nazwisko Michat Btazej Ponczek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne - z podaniem
nazwy, miejsca i roku ich uzyskania o raz tytutu rozprawy
doktorskiej

Dyplom i stopien naukowy doktora w dziedzinie nauk biologicznych, dyscyplina
biochemia, Studium doktoranckie Biochemiczno-Biofizyczne, Wydziat Biologii

i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet tédzki, tédz, pazdziernik 2007. Tytut rozprawy
doktorskiej: ,,Zmiany aktywnosci koagulacyjnej fibrynogenu wywotane reaktywnymi
formami azotu i tlenu”, wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary
Wachowicz.

Dyplom ukonczenia studidw podyplomowych z informatyki, Wydziat Matematyki

i Informatyki, Uniwersytet tdédzki, £édz, czerwiec 2007.

Dyplom i tytut zawodowy magistra biologii, specjalnos¢ biochemia, Wydziat Biologii
i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet tédzki, tédz, Tytut pracy magisterskiej , Wptyw
nadtlenoazotynu na wtasciwosci polimeryzacyjne monomeréw fibryny”, £tédz,
czerwiec 2003 roku.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach
naukowych/ artystycznych

Zatrudnienie na etacie adiunkta w Katedrze Biochemii Ogdlnej, Wydziat Biologii

i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet tddzki, tédz, Polska - od 1 grudnia 2007 roku
do chwili obecne;j.

Staz naukowy na Uniwersytecie Kalifornijskim San Diego (UCSD), La Jolla, USA,

w ramach stypendium Europejskiej Organizacji Biologii Molekularnej w laboratorium
Prof. Russella Doolittle’a od 11 kwietnia 2008 roku do 11 lipca 2008 roku. Tytut
projektu: , Studies on the sequences of published trace DNA to localize and analyze
genes for clotting proteins of Chordata, the evolutionary and functional aspects”.
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiaggniecia naukowego: ,Zastosowanie metod bioinformatyki
i chemii obliczeniowej w badaniu ewolucji i procesow biochemicznych
proteaz serynowych krzepniecia krwi i fibrynolizy ”

b) Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

Sumaryczny wskaznik oddziatywania (IF): 19.137

Punktacja MNiSW (2016): 186

Liczba cytowan (Web of Science Core Collection, luty 2017): 56
bez autocytowan: 54

Oryginalne prace badawcze:

1. Ponczek MB, Gailani D, Doolittle RF. Evolution of the contact phase of vertebrate
blood coagulation. Journal of Thrombosis Haemostasis. (2008) 6: 1876-1883
(IF=6.291, pkt. MNiSW=40, liczba cytowan bez autocytowarn=48)

2. Ponczek MB, Bijak MZ, Nowak PZ. Evolution of Thrombin and Other Hemostatic
Proteases by Survey of Protochordate, Hemichordate, and Echinoderm Genomes.
Journal of Molecular Evolution (2012) 74. 319-331
(IF=2.145, pkt. MNiSW=15, liczba cytowan bez autocytowan=4)

3. Kolodziejczyk-Czepas J, Ponczek MB, Nowak P. Peroxynitrite and fibrinolytic system -
the effects of peroxynitrite on t-PA-induced plasmin activity. International Journal
of Biological Macromolecules (2015) 81: 212-219 (IF=3.138, pkt. MNiSW=35, liczba
cytowan bez autocytowan=1)

4. Ponczek MB. The susceptibility of plasma coagulation factor Xl to nitration and
peroxynitrite action. International Journal of Biological Macromolecules (2016) 91:
589-597 (IF=3.138, pkt. MNiSW=35)

5. Kasperkiewicz K, Malecka M, Ponczek MB, Nowak P, Budzisz E. Design, synthesis, X-
ray structures of the new coumarin derivatives and perspectives of binding them
to albumin and vitamin K epoxide reductase complex subunit 1. Crystal Growth
& Design (2016) 16: 456-466 (IF=4.891, pkt. MNiSW=35, liczba cytowan bez
autocytowan=1)
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Prace przegladowe:

6. Ponczek MB. Czynniki kontaktu uktadu hemostazy: badanie ewolucji molekularnej
oraz nowe perspektywy terapeutyczne. [ang. The contact factors of hemostasis:
examination of molecular evolution and new therapeutic perspectives] Postepy
Biochemii (2010) 56: 67-74 (pkt. MNiSW=5)

7. Ponczek MB. Ewolucja uktadu hemostazy kregowcow. [ang. Evolution of vertebrate
hemostatic system] Kosmos (2010) 59: 83-90 (pkt. MNiSW=12)

8. Ponczek MB, Bijak M. Czynniki kontaktu w fizjologicznym krzepnieciu krwi oraz
w zakrzepicy. [ang. Contact factors in blood clot formation and in thrombosis]. Nowa
Medycyna (2013) 2: 72-79 (pkt. MNiSW=9)

Informacje dotyczace mojego wktadu i wktadu wspdtautorow w poszczegdlnych pracach zawarte sg
w zatgcznikach 3 (wykaz opublikowanych prac naukowych lub twérczych prac zawodowych)
i 5 (oSwiadczenia wspétautoréw prac naukowych wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego).

c) Omowienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow
wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Moje zainteresowania naukowe dotyczg biatek uczestniczacych w krzepnieciu krwi

i fibrynolizie, w szczegdlnosci grupy biatek zaliczanych do rodziny proteaz serynowych

(Di Cera 2009). W mojej pracy badawczej wykorzystuje metody biochemiczne

i bioinformatyczne. Biochemig krzepniecia krwi zajmowatem sie juz w czasie realizacji pracy
magisterskiej, a nastepnie doktorskiej. Krzepniecie krwi jest zjawiskiem biochemicznym,
ktore towarzyszy cztowiekowi od urodzenia do $mierci, ratujgc od utraty krwi po zranieniu.
Gdy u niektorych ludzi krew krzepnie stabiej lub nie krzepnie w ogdle, mamy do czynienia

z zagrazajacg zyciu chorobg zwang hemofilig. Jesli krew krzepnie zbyt intensywnie, wtedy
takze pojawia sie sytuacja moggca doprowadzi¢ do Smierci poprzez zakrzepy (skrzepliny),
zatykajgce naczynia krwionos$ne. Krzepniecie krwi obejmuje ztozone procesy, w sktad ktérych
wchodzg chemiczne czynniki biatkowe i niebiatkowe (Ryc. 1) oraz biologiczne elementy
morfotyczne — ptytki krwi u ssakdéw, trombocyty u pozostatych kregowcdw, zawieszone

w osoczu krwi. U cztowieka wystepuje osiem biatek bedgcych nieaktywng formg enzyméw
proteolitycznych (zymogendw) - proteaz serynowych (czynniki krzepniecia VI, X, X,
protrombina inaczej czynnik Il, biatko C, czynnik XII, XI, prekalikreina osoczowa), ktére, wraz
z dodatkowymi kofaktorami biatkowymi (czynnik tkankowy, czynnik V, VIII, trombomodulina,
biatko S, wielkoczgsteczkowy kininogen), w kaskadzie krzepniecia odpowiadajg
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za wytwarzanie polimeru biatkowego - fibryny (wtéknika) z fibrynogenu (czynnika I).

Warto wspomnieé, ze czynnik Xl jest jedyng proteazg uktadu hemostazy, ktdra tworzy
homodimer poprzez miedzytanncuchowy mostek disiarczkowy z udziatem Cys 321 obu
monomerdw w obrebie czwartej domeny jabtkowej (Ryc. 2, Ryc. 3). Paralog tego czynnika —
prekalikreina osoczowa wykazuje identyczng budowe domenowg, jednakze jej Cys 321 jest
zwigzana w wewnatrztancuchowym mostku disiarczkowym z Cys 326. Pozycja 326 jest w
przypadku czynnika Xl zajeta przez glicyne i wiasnie ta modyfikacja umozliwia parowanie
Cys 321 w czwartej domenie jabtkowej (Gailani i Smith 2009, Geng i wspétaut 2013).
Dodatkowe czynniki niebiatkowe to jony wapnia (czynnik 1V) i fosfolipidy. Krzepniecie krwi
powigzane jest z systemem rozpuszczania fibryny - uktadem fibrynolizy, w ktérym gtéwna
role petnig kolejne 3 biatkowe zymogeny proteaz serynowych - plazminogen, tkankowy
aktywator plazminogenu i urokinazowy aktywator plazminogenu (Ryc. 1).

FVII
FXI —> FXIa

FVIIa
FXIIa FiXa vaa protrombina
FXa —EL-QL>
FVllla
A

trombma
FXIII

wPA | FDPX t—y— stw FBN <—1— FBG

u-PA .

N s s ‘ ’ '
PLG- T > PLN FOP

Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie uktadu hemostazy u ssakdéw. F- czynnik krzepniecia,
PK - prekalikreina osoczowa, KNG — wielkoczasteczkowy kininogen, PLG, PLN — plazminogen,
plazmina, FGB, FBN, FBX, FDP, FDPX — fibrynogen, fibryna, fibryna stabilizowana, produkty
degradacji fibryny niestabilizowanej i stabilizowanej wigzaniami krzyzowymi. Linie ciggte
krzepniecie, linie przerywane fibrynoliza (rycina opublikowana w pracy: Ponczek MB, Bijak
M. Czynniki kontaktu w fizjologicznym krzepnieciu krwi oraz w zakrzepicy. Nowa Medycyna
(2013) 2: 72-79).

Te dwa gtéwne uktady wraz z ptytkami krwi lub trombocytami sktadajg sie na fizjologiczng
hemostaze, w ktérej mozna wyrdznié cztery gtdwne sktadowe, konkurencyjne wzgledem
tworzenia i rozpuszczania skrzepu: koagulacja - antykoagulacja oraz fibrynoliza-
antyfibrynoliza (Colman 2006, topaciuk i Biederman 2001, Riddel i wspétaut. 2007, Schenone
i wspotaut. 2004). Aktywacja krzepniecia krwi pocigga za sobg uruchomienie wszystkich
wymienionych elementéw - krzepniecia i antykoagulacji wzgledem tworzenia skrzepu

i fibrynolizy i antyfibrynolizy odnosnie usuwania skrzepu. Caty ten system tworzy sie¢
powigzan, ktéra umozliwia zachowanie rownowagi w warunkach fizjologicznych.

Jest to jeden z pierwszych poznanych, ale jak juz od dawna wiadomo, nie jedyny system
wielosktadnikowych sieci biatkowych (Aird 2003, Loof i wspétaut. 2011, McClay 2011,
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Nonaka i Yoshizaki 2004). Ztozonos¢ i zarazem bardzo doktadne dopasowanie hemostazy
skfania do odniesien filozoficznych, gdzie dwie przeciwstawne sity Yin i Yang sg warunkiem
rownowagi, ale kazda z nich zawiera cze$¢ tej drugiej (Doolittle 1993). Usposabia rowniez
do zadania pytania w jaki sposdb tak skomplikowany system powstat. Zagadnienie to stato
sie podstawg do wieloletniej debaty miedzy ewolucjonistami a kreacjonistami

lub przedstawicielami tagodniejszej formy - zwolennikami ,inteligentnego projektu”.
Emergencja ewolucyjna, czy boski projekt i kreacja (Ard 2003, Doolittle 1993, Doolittle
2009)? Przez lata naukowcy zdobyli wiele nowych danych na temat mozliwej ewolucji
uktadu krzepniecia krwi dzieki czesSciowemu poznaniu mechanizmow, biatek i genow
zwierzat, ktore wczesdniej oddzielity sie od wspdlnego pnia prowadzacego do cztowieka
(Doolittle 1993, Davidson i wspétaut. 2003a, Davidson i wspétaut. 2003b). Ogromna role
odegrata niewatpliwie rewolucja biologii molekularnej i informatyki formujgc nowa dziedzine
bioinformatyke. W ostatnim dziesiecioleciu dokonano sekwencjonowania catych genomoéw
réoznych organizmdw (Dehal i wspdtaut. 2002, Putnam i wspdtaut. 2008, Warren i wspdtaut.
2008), dzieki opracowaniu nowych technik i automatyzacji sekwencjonowania kwaséw
nukleinowych, a postep technologiczny przyniést mozliwos¢ dokonywania analiz
informatycznych w rozsadnym czasie, dzieki przyrostowi mocy obliczeniowej komputeréow.
Juz opublikowanie pierwszych ,surowych” sekwencji genomowych lancetnika umozliwito
dowiedzenie przez Doolittle i wsp. (Doolittle i wspdtaut. 2008) miedzy innymi, ze czynnik IX
powstat na skutek duplikacji genu dla czynnika X, a czynnik VIII duplikacji czynnika V,
wskazujgc duplikacje genomowe i tasowanie eksondw jako niezmiernie istotne dla ewolucji
uktadu hemostazy. Wymieniona praca naukowa zainspirowata mnie do skontaktowania

sie z jej gtdbwnym autorem, Profesorem Russelem Doolittle w celu podjecia wspdtpracy

i badan nad ewolucja biatek krzepniecia i wnioskowania m.in. do Europejskiej Organizacji
Biologii Molekularnej o staz podoktorski. Zainspirowato mnie to dalej do podjecia tematu
badawczego ewolucji proteaz serynowych krzepniecia i fibrynolizy oraz jej znaczenia dla
wiasciwosci biochemicznych biatek hemostazy. W pracach naukowych przedstawionych

do oceny wykorzystatem metody bioinformatyczne analizy sekwencji genomow i biatek,
metody filogenetyki molekularnej oraz metody chemii obliczeniowej, tak aby poznaé
nieznane do tej pory elementy uktadanki pochodzenia ewolucyjnego proteaz krzepniecia

i fibrynolizy, wptywajgce na wtasciwosci biochemiczne tych biatek. Celem przedktadanego
do oceny osiggniecia naukowego, w postaci cyklu publikacji powigzanych tematycznie, byto
zatem poszerzenie wiedzy o ewolucji i procesach biochemicznych, w tym przede wszystkim
przebiegajacych w stresie nitracyjnym, dotyczacych proteaz serynowych krzepniecia

i fibrynolizy z zastosowaniem metod bioinformatycznych i chemii obliczeniowej, co mogtoby
sie przyczyni¢ do opracowania w przysztosci nowych terapii przeciwzakrzepowych

u cztowieka. Do realizacji tak nakreslonego celu zastosowatem metody takie jak:
przeszukiwanie standardowych baz danych sekwencji biatkowych i genowych,

a w przypadku braku takich danych przeszukiwanie i rekonstrukcja sekwencji kodujgcych
homologi biatek hemostazy w genomach zsekwencjonowanych organizmow, analize
uzyskanych sekwencji poprzez uliniowienia wielosekwencyjne, badania budowy domenowej,
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analizy filogenetyczne, budowanie hipotetycznych modeli przestrzennych w oparciu

o modelowanie homologiczne, symulacje oddziatywan biatek hemostazy kregowcéw i ich
homologdw z potencjalnymi ligandami, dzieki metodom dokowania in silico oraz
przewidywanie nitrowania biatek za pomocg programu GPS-YNO?2
(http://yno2.biocuckoo.org/). Wnioski opracowane na podstawie moich badan rozszerzajg

wiedze w zakresie biochemii krzepniecia krwi cztowieka w aspekcie ewolucyjnym. Ponize;j
zamieszczam opracowanie szczegétowych celéw naukowych, osiggnietych wynikéw wraz

z omdwieniem ich ewentualnego wykorzystania, poprzez skrécony opis poszczegdlnych prac,
co zawarte jest w ponizej zamieszczonych punktach.

1. Ewolucja proteaz serynowych wewnatrzpochodnego i zewnatrzpochodnego szlaku
krzepniecia krwi oraz uktadu fibrynolizy

Celem naukowym badan byto pogtebienie odpowiedzi na pytanie kiedy w ewolucji zwierzat
kregowych pojawiajg sie oznaki Swiadczace o obecnosci biatek podobnych

do poszczegdlnych czynnikdw krzepniecia kregowcdw nalezgcych do zymogendw proteaz
serynowych.

1.1. Wewnatrzpochodny szlak krzepniecia krwi

W pracy ,,Evolution of the contact phase of vertebrate blood coagulation. Ponczek MB,
Gailani D, Doolittle RF, Journal of Thrombosis Haemostasis. (2008) 6: 1876-1883",
zrealizowanej w ramach wnioskowanego przeze mnie zaraz po obronie doktoratu
krotkoterminowego stazu naukowego Europejskiej Organizacji Biologii Molekularnej (EMBO
ASTF 83.00-2008) na Uniwersytecie Kalifornijskim w San Diego (USA), pod opieka Profesora
Russela Doolittle, w oparciu o bioinformatyczne badania dostepnych sekwencji
genomowych kregowcdéw potwierdzilismy, ze wewnatrzpochodny szlak krzepniecia krwi,
nazywany takze aktywacjg krzepniecia krwi przez kontakt jest nowym elementem
charakterystycznym wytgcznie dla ssakéw. W opisywanej pracy wskazalismy, ze czynnik XI
nie wystepuje u ptakow, ptazéw i ryb. StwierdziliSmy takze brak tego czynnika u ssaka
jajorodnego — dziobaka, ktérego genom zostat udostepniony w tym samym roku

(Warren i wspdtaut. 2008). Niewystepowanie dimerycznego czynnika XI (Ryc. 2), i co za tym
idzie takze brak aktywacji na drodze wewnatrzpochodnej u stekowcdw, wykazalismy
jednakze btednie, z powodu udostepnianej wéwczas niedoskonatej i petnej luk sekwencji
genomowej dziobaka oraz ztej interpretacji danych dotyczgcych wykrytych domen
jabtkowych homologicznych z prekallikreing osoczowa i czynnikiem XI. Wykazanie
wystepowania, mimo wszystko, czynnika XI u stekowcéw, stato sie dla mnie mozliwe dzieki
pojawieniu sie nowych sekwencji SRA (ang. Sequence Read Archives) dziobaka i kolczatki

po 2011 roku, dzieki czemu zrekonstruowatem sekwencje aminokwasowg czwartej domeny
jabtkowej dla tych stekowcdw.


http://yno2.biocuckoo.org/
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Ryc. 2. Struktura przestrzenna homodimeru zymogenu czynnika XI na podstawie struktury
krystalicznej 2F83 (Papagrigoriou i wspotaut. 2006). Domeny: SP- domena katalityczna, Al,
A2, A3 i A4 —kolejne domeny jabtkowe. HDS — triada katalityczna — His-Asp-Ser

(rycina opublikowana w pracy: Ponczek MB. The susceptibility of plasma coagulation factor
Xl to nitration and peroxynitrite action. International Journal of Biological Macromolecules
(2016) 91: 589-597).

Szlak wewnatrzpochodny ksztattujgc sie zatem u przodka wszystkich obecnie istniejgcych
ssakow, poprzez pojawienie sie dodatkowego czynnika krzepniecia (czynnika Xl), na skutek
duplikacji genu dla prekalikreiny, umozliwit sprzezenie krzepniecia z uktadem kinin,
pomocniczg aktywacje przez kontakt na ujemnie natadowanej powierzchni oraz
wspomagajgce dodatnie sprzezenie zwrotne w generowaniu trombiny, wiasnie poprzez X|
czynnik krzepniecia (Ryc. 1). Mimo, ze inne proteazy kontaktu oraz wielkoczgsteczkowy
kininogen pojawiajg sie znacznie wczesniej w toku ewolucji — czynnik IX u ryb na skutek
duplikacji czynnika X, a czynnik XIl u ptazéw na skutek duplikacji aktywatora czynnika
wzrostéw hepatocytow (HGFA), bez czynnika Xl taki uktad u kregowcéw, przed pojawieniem
ssakéw, nie ma znaczenia w krzepnieciu krwi, a jest raczej elementem pierwotnego uktadu
kalikreina-kinina, tym bardziej, ze nawet u wspdtczesnych ssakdw czynnik Xl nie wydaje sie
by¢ niezbedny dla prawidtowego krzepniecia. Niedobér czynnika Xl u cztowieka

nie powoduje praktycznie zadnych zaburzen krzepniecia krwi. Na mate znaczenie czynnika XlI
wskazywac¢ moze takze dodatkowo utrata genu dla tego biatka przez linie prowadzaca

do ptakdw oraz zamiana genu czynnika Xl u waleni w pseudogen. Bardziej istotny zatem

dla prawidtowego krzepniecia jest jedynie czynnik Xl i sprzezony z nim czynnik IX, ktéry

w pewnym stopniu moze by¢ takze aktywowany na drodze zewnatrzpochodnej tj. przez
aktywny czynnik VII, podobnie jak paralog czynnika IX czynnik X. Pojawienie sie czynnika Xl



Zatgcznik 2 Autoreferat PL: Michat Bfazej Ponczek

wydaje sie miec szczegdlne znaczenie w dodatkowym wzmocnieniu aktywacji krzepniecia
krwi u ssakow, z jednej strony w przypadku zranienia, dajgc korzysé¢ adaptacyjng aktywnym
nocg ssakom ewoluujgcym ,w cieniu dinozauréw”, a z drugiej zwiekszajgc potencjalne ryzyko
zakrzepow i zatorow (Gailani i Renne 2007), jako efekt uboczny koniecznosci przetrwania
miodego osobnika i wydania potomstwa. Dlatego czynnik XI wydaje sie byé dobrym celem
dla terapii przeciwzakrzepowych u cztowieka (Brenner i Hoffman 2011, Gailani 2014, Gailani
i Gruber 2016, Gailani i wspéfaut. 2015, Karuturi i wspéfaut. 2013, Muller i wspétaut. 2011,
Younis i wspotaut. 2012), tym bardziej, ze niedobory czynnika IX oraz jego kofaktora
czynnika VIl powodujg powazne skazy krwotoczne, odpowiednio hemofilie B i hemofilie A,

a zaburzenia w produkcji czynnika XI powodujg hemofilie C, ktéra charakteryzuje sie znacznie
tagodniejszym przebiegiem niz dwie poprzednie. Do groznych krwawien dochodzi zwykle
tylko w przypadku zabiegdw chirurgicznych i dentystycznych oraz przy powaznych urazach.

Z drugiej strony czynnik Xl moze by¢ aktywowany zaréwno przez aktywny czynnik Xll oraz
trombine, szczegdlnie w trakcie nieprawidtowych proceséw prowadzgcych do formowania
zakrzepow. Dochodzi do powstania sprzezenia zwrotnego, ktére dalej poprzez czynniki IX i X
powoduje wzmozone generowanie trombiny, pobudzajgcej zaréwno polimeryzacje
fibrynogenu i aktywacje ptytek krwi, jak i generowanie kolejnych porcji aktywnego czynnika
XI. Z tego powodu biatko to byto juz od pewnego czasu rozpatrywane jako nowy cel terapii
przeciwzakrzepowych. Zagadnienia zwigzane z opisywanymi powyzej problemami
naukowymi byty celem napisania prac przeglagdowych ,Czynniki kontaktu uktadu hemostazy:
badanie ewolucji molekularnej oraz nowe perspektywy terapeutyczne, Ponczek MB, Postepy
Biochemii (2010) 56: 67-74”, ,,Ewolucja uktadu hemostazy kregowcéw, Ponczek MB, Kosmos
(2010) 59: 83-90” oraz ,,Czynniki kontaktu w fizjologicznym krzepnieciu krwi oraz w
zakrzepicy, Ponczek MB, Nowa Medycyna (2013) 2: 72-79”, w ktorych nakreslitem dwczesny
stan wiedzy na temat ewolucji uktadu hemostazy, powigzan z uktadem fibrynolitycznym

i znaczenia czynnikdw kontaktu w powstawaniu zakrzepic.

1.2. Zewnatrzpochodny szlak krzepniecia krwi

W pracy przegladowej ,, Ewolucja uktadu hemostazy kregowcow, Ponczek MB, Kosmos
(2010) 59: 83-90” opisatem dostepne w dwczesnej literaturze Swiatowej informacje na temat
ewolucji zewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia, ograniczajace sie do spostrzezen

0 obecnosci uproszczonej kaskady krzepniecia krwi u prymitywnych kregowcéw takich jak
bezzuchwowiec mindég (Petromyzon marinus L.), nieposiadajgcy czynnikéw VIl i IX (Doolittle
i Jiang 2008) oraz pewnych wczesniejszych informacji na temat biatek krzepniecia u ryby
rozdymki (Fugu rubripes T. et S.) oraz pewnych elementéw przypominajgcych domeny biatek
krzepniecia u zachwy (Jiang i Doolittle 2003). Sktonito mnie to do podjecia badan w celu
sprawdzenia jak daleko mozna sie cofngé¢ w czasie analizujgc dostepne sekwencje
aminokwasowe, aby sprawdzi¢ obecnos¢ lub brak biatek podobnych do czynnikéw
krzepniecia. Dzieki dostepnosci dopiero co zsekwencjonowanych genomdw prymitywnych
strunowcéw (lancetnika Branchiostoma floridae H. i zachwy Ciona intestinalis L.),
potstrunowca (Saccoglossus kowalevskii G.) i szkartupnia (Strongylocentrotus purpuratus S.)
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realizacja tego zamierzenia stata sie realna. W pracy ,,Evolution of Thrombin and Other
Hemostatic Proteases by Survey of Protochordate, Hemichordate, and Echinoderm
Genomes, Ponczek MB, Bijak MZ, Nowak PZ, Journal of Molecular Evolution (2012)
74:319-331” opublikowatem wyniki badan, w ktérych wykazatem, stosujac réznorodne
narzedzia bioinformatyczne, ze u wszystkich przebadanych wtéroustych, nie tylko

u bezczaszkowcow jak B. floridae (Putnam i wspoétaut., 2008), ale takze u poétstrunowcoédw
S. kowalevskii i u szkartupni (S. purpuratus) wystepuja domeny biatkowe wykazujgce
homologie z proteazami kaskady krzepniecia i fibrynolizy. Mozliwa byta takze ocena
identycznosci sekwencji aminokwasowej, za pomoca uliniowienia sekwencji, jak i zbadanie
podobienstwa utozenia sekwencji (synteni) budujacych domeny w biatkach oraz genéw
w genomach, w stosunku do wielodomenowych proteaz serynowych uktadu hemostazy
kregowcéw (Ryc. 3).

Trombina Czynnik XI, prekalikreina
Czynnik VI, IX, X Czynnik XII, HGFA
biatko C

IM dud

u-PA

C vossod
Plazminogen

Ryc. 3. Budowa domenowa proteaz uktadu hemostazy kregowcéw. G - domena GLA
(ang. Vitamin K-dependent carboxylation/gamma-carboxyglutamic domain), K — domena
kringlowa ( ang. Kringle domain), P- domena PAN (ang. Plasminogen apple nematode
domain), w przypadku czynnika Xl | prekalikreiny osoczowej nazywana domeng jabtkowa
(ang. apple domain), E — domena EGF (ang. Epidermal growth factor-like domain),
F - domena fibronektynowa (ang. fibronectin-type domain), T — domena proteazy serynowe;j
(ang. Serine protease domain), domena katalityczna. Rycina opublikowana w pracy Ponczek

MB, Bijak M. Czynniki kontaktu w fizjologicznym krzepnieciu krwi oraz w zakrzepicy. Nowa
Medycyna (2013) 2: 72-79.

Stwierdzitem u bezczaszkowcow, potstrunowcow i szkartupni obecnosé¢ wszystkich domen
charakterystycznych dla protez uktadu hemostazy, ale zadna z nich nie wystepowata

w konfiguracji charakterystycznej dla biatek kregowcédw. Domeny nalezgce do rodziny
proteaz serynowych wykazywaty 34-43% identycznos¢ w stosunku do domen cztowieka,
przy czym najwieksze podobienstwo mozna byto zaobserwowaé dla homologédw domeny
protrombiny i plazminogenu. Czes¢ z nich wystepowata samotnie, inne zdomenami
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nie wystepujacymi w biatkach hemostazy kregowcow, przy czym niektére z nich

z N-koricowymi domenami kringlowymi, ale z mniejsza liczbg niz ta, ktdéra cechuje
plazminogen lub trombine. Jedna z domen proteazowych w znacznym stopniu, na poziomie
sekwencji aminokwasowej, przypominata domene trypsynowg wystepujaca w trombinie
(42% identycznosci z sekwencjg cztowieka). Podobne homologi wystepowaty takze

u potstrunowca S. kowalevskii i jezowca S. purpuratus (odpowiednio 42% i 43%
identycznosci). Okazato sie, ze kodujacy takie biatko fragment DNA lancetnika ma dodatkowy
ekson odpowiadajgcy za obecnos¢ N-koricowej domeny immunoglobulino-podobnej
(IG-like). Sekwencje trombino-podobne nie zawieraty zadnych dodatkowych domen
N-koricowych charakterystycznych dla biatek hemostazy kregowcéw. W oparciu o znang
strukture krystaliczng domeny proteazowej trombiny cztowieka 1FPH wymodelowatem

ich struktury przestrzenne (SWISS-MODEL), wraz ze strukturg hipotetycznego przodka
opartg na sekwencji ustalonej za pomocg algorytmu ANCESCON. Modele przestrzenne
zostaty zestawione do poréwnania ze strukturg trombiny. Przeprowadzitem takze dokowanie
in silico ligandéw trombiny (fibrinopeptydy A, hirudina i peptyd NRS) w programie Autodock
Vina do wymodelowanych struktur i wykazatem podobieristwo we wigzaniu wymienionych
fizjologicznych ligandéw. Dodatkowo przeprowadzitem analize syntenii
zsekwencjonowanego fragmentu DNA (ACT Sequence Comparison Viewer), na ktorym
znajdowat sie jeden z najbardziej podobnych homologdéw trombiny, z sekwencja
chromosomu 11 cztowieka, na ktérym zlokalizowany jest gen protrombiny, wykazujac
podobne wspdétwystepowanie z sekwencjg dla enzymu palmitoilotransferazy karnitynowe;.
Pokrewienstwo domen proteaz serynowych do proteaz serynowych biatek hemostazy
zostato dodatkowo potwierdzone za pomocg analizy filogenetycznej w programie MrBayes.
Na wykreslonym drzewie filogenetycznym mozna byto zaobserwowac zgrupowania proteaz
spokrewnionych z trombing, plazminogenem oraz innymi proteazami uktadu hemostazy.
Okazato sie, ze wtasnie plazminogen oraz aktywatory plazminogenu wystepujgce

u kregowcdw sg najbardziej podobne do znalezionych proteaz z N-koncowymi domenami
kringlowymi. Zadne z biatek proteazowych, nawet w przypadku tych ktére wykazywaty
podobienistwo do protrombiny, nie posiadato na N-koricu domeny GLA, charakterystycznej
dla proteaz krzepniecia witamino-K zaleznych (protrombina, czynniki krzepniecia VII, IX i X).
Lancetnik B. floridae posiadat tylko dwa nieproteazowe biatka z domenami GLA, S.
Kowalevskii tylko jedno, a S. purpuratus ani jednego. Domeny GLA nie wystepowaty w ogdle
u pierwoustych bezkregowcow, co mozna byto wykazac za pomocg NCBI BLAST. Okazato sie,
ze domeny GLA byty obecne u zachw w dwukrotnie wiekszej liczbie kopii niz u lancetnikow.
Wysoce prawdopodobne jest zatem twierdzenie, ze domena GLA pojawita sie dopiero

u przodka strunowcdw i pétstrunowcdw, a nastepnie ulegata kolejnym duplikacjom, ktérym
towarzyszyty tasowania domen, w wyniku ktérych domeny GLA zostaty powigzane

z domenami proteazowymi. Potwierdzitem tym samym, ze duplikacje i tasowanie domen
musiaty by¢ waznym motorem ewolucji czynnikdw hemostazy. Zawartem w pracy takze
hipotetyczny schemat, mozliwych aranzacji domenowych prowadzgcych do powstania
protrombiny, plazminogenu i innych czynnikdw krzepniecia zawierajgcych domeny kringlowe
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i domeny GLA. Co ciekawe, zauwazytem, ze w przeciwienstwie do domen GLA domeny PAN
byty dos¢ powszechne w genomach zsekwencjonowanych zwierzat nie-kregowych, cho¢
zadna z nich nie wystepowata w potgczeniach z domenami proteazowymi
charakterystycznymi dla kregowcow.

Z zagadnieniem dotyczgcym pojawienia sie pierwszych funkcjonalnych czynnikow
krzepniecia i fibrynolizy zwigzane jest rowniez pytanie na temat uformowania sie elementéw
morfotycznych uczestniczacych w krzepnieciu krwi poprzez agregacje i tworzenie czopu
zatrzymujgcego krwawienie. W pracy wskazatem takze na brak wystepowania u lancetnika
biatek receptorowych charakterystycznych dla trombocytéw lub ptytek krwi. Naszkicowany
zostat takze hipotetyczny i nieskomplikowany model krzepniecia przodka kregowcéw,

w ktédrym uczestniczg jedynie komérki ameboidalne (prekursor trombocytéw), zlepiajgce
je biatko adhezyjne odpowiadajace fibrynogenowi oraz jedna proteaza uczestniczaca

w aktywacji takiego prostego uktadu. Badania te potwierdzajg model w ktérym uktad
hemostazy wyksztatca sie dopiero u organizmow, ktdre posiadajg zamkniety uktad krazenia
ze znacznym cisnieniem krwi co ma zapobiegaé wyciekowi ptynu z naczyn (Aird 2003).
Bardziej pierwotnym mechanizmem krzepniecia krwi wydaje sie by¢ rola ochronna przed
patogenami.

2. Procesy biochemiczne proteaz serynowych uktadu hemostazy w stresie nitracyjnym
i w leczeniu zakrzepic

2.1. Powigzanie struktury proteaz serynowych uczestniczgcych w hemostazie z ich rolg
w patogenezie chordb zakrzepowo-zatorowych z towarzyszgcym stresem nitracyjnym.

Zakrzepy prowadzace do zatoréw sg powaznym powiktaniem chordb ukfadu krazenia, ktére
z kolei niestety caty czas sg znaczgcg przyczyna przedwczesnych zgondw. Chorobom
zakrzepowo-zatorowym towarzyszy stres oksydacyjny i nitracyjny. Dlatego celem tego etapu
badan byto wyjasnienie mechanizmoéw molekularnych odpowiadajgcych za zaburzenia
funkcji proteaz serynowych uktadu hemostazy w stresie nitracyjnym.

Praca ,Peroxynitrite and fibrinolytic system - the effects of peroxynitrite on t-PA-induced
plasmin activity, Kolodziejczyk-Czepas J, Ponczek MB, Nowak P, International Journal

of Biological Macromolecules (2015) 81:212-219” miata na celu wyjasnienie mechanizmoéw
molekularnych odpowiadajgcych za zaburzenia ukfadu fibrynolitycznego w stresie
nitracyjnym na przyktadzie gtdwnej proteazy serynowej uktadu fibrynolitycznego —
plazminogenu, poddanego dziataniu nadtlenoazotynu, wraz z dziataniem epikatechiny

na to biatko. W publikacji tej zostaty wskazane reszty tyrozylowe, z uwzglednieniem

ich zakonserwowania ewolucyjnego, ktérych modyfikacje potranslacyjne generowane przez
nadtlenoazotyn i prowadzace do nitrowania mogg odpowiadac za zaburzenia funkgji
wspomnianej kluczowej proteazy serynowej uktadu fibrynolizy, w postaci zmniejszonej
skutecznosci degradacji fibryny, co moze przyczynia¢ sie do utrwalania zakrzepdw.
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Dodatkowo przeprowadzitem dokowanie w programach Autodock Vina i Swiss-Dock
nadtlenoazotynu, kwasu nadtlenoazotawego i epikatechiny do struktury krystalicznej
plazminogenu 4A5T oraz oszacowatem szanse nitrowania poszczegélnych reszt tyrozylowych
za pomocg programu GPS-YNOZ2, z oceng zakonserwowania ewolucyjnego reszt
tyrozylowych po uliniowieniu wielosekwencyjnym.

Badania opublikowane w pracy , The susceptibility of plasma coagulation factor XI

to nitration and peroxynitrite action. Ponczek MB. International Journal of Biological
Macromolecules (2016) 91: 589-597” miaty na celu poznanie podatnosci czynnika XI

na nadtlenoazotyn in vitro oraz in silico. Stosujgc test chromogenny do badania aktywnosci
enzymatycznej czynnika XI wykazatem, ze nadtlenoazotyn w zakresie steze 0,1 — 1 mM
moze by¢ czynnikiem powodujgcym wzmozong aktywacje krzepniecia krwi z udziatem
czynnikow kontaktu. W osoczu ludzkim, ktdre zostato poddane dziataniu nadtlenoazotynu,
zaobserwowatem zwiekszong aktywnos¢ czynnika Xl generowanego z zymogenu przez
czynnik Xlla powstajacy po aktywacji kaolinem. Wykazatem takze zwiekszenie nitrowania
czynnika XI pod wptywem nadtlenoazotynu, przy czym stwierdzitem, ze badane biatko byto
juz w pewnym stopniu znitrowane w warunkach natywnych. Zastosowane metody
immunoprecypitacji i western blotting po rozdziale elektroforetycznym z SDS wykazaty
zatem podatnosc¢ czynnika XI na nitrowanie in vitro oraz in vivo. Aby zarysowa¢ mechanizmy
molekularne opisanych wynikéw przeprowadzitem dodatkowo analizy bioinfomatyczne

w postaci dokowania nadtlenoazotynu w programach Autodock Vina i Swiss-Dock (Ryc. 2),
obliczania prawdopodobienstwa nitrowania poszczegdlnych reszt tyrozylowych w programie
GPS-YNO2 oraz uliniowien wielosekwencyjnych, wskazujgc na potencjalne reszty tyrozylowe,
ktérych nitrowanie moze prowadzié¢ do zaburzen funkcji czynnika XI, w ten sposéb
przyczyniajac sie do zakrzepic.

2.2. Perspektywy leczenia zakrzepic z wykorzystaniem metod bioinformatycznych i chemii
obliczeniowe,;.

Profilaktyka przeciwzakrzepowa w przysztosci obejmowaé bedzie takze terapie nacelowane
na hamowanie nie tylko proteaz zewnatrzpochodnych, ale takze aktywnosci czynnika Xl

o czym wspomniatem w pracy ,,Czynniki kontaktu w fizjologicznym krzepnieciu krwi oraz

w zakrzepicy, Ponczek MB, Nowa Medycyna (2013) 2: 72-79”. Oczywistym faktem jest,

ze metody bioinformatyki i chemii obliczeniowej utatwiajg opracowywanie nowych lekéw.

Poza bezposrednim hamowaniem proteaz serynowych uktadu krzepniecia krwi innym
posrednim, dobrze znanym od dawna sposobem profilaktyki przeciwzakrzepowej jest
stosowanie lekdw zaburzajgcych modyfikacje wczesdniej juz wspomnianych N-kofAcowych
domen GLA (Ryc. 3), charakterystycznych, jak juz uprzednio wykazatem dla kladu zwierzat
wtdroustych. Od obecnosci prawidtowych domen GLA zalezy zdolnos¢ wigzania sie wielu
proteaz krzepniecia krwi z trombocytami i ptytkami krwi poprzez kompleksowanie Ca*".
Domeny te zawierajg reszty kwasu y-karboksyglutaminowego, ktére sg efektem
potranslacyjnych modyfikacji reszt glutaminianu zachodzacych w trakcie syntezy biatek
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w watrobie. Przemiana ta jest niezbedna do wigzania jondw wapnia i wtasciwego
wspotdziatania w kaskadzie krzepniecia z ptytkami krwi lub trombocytami. Reakcja
v—karboksylacji biatek katalizowana przez enzym y-karboksylaze wymaga kofaktora w postaci
witaminy K. Hydrochinonowa posta¢ witaminy K wytwarzana z formy chinonowej, dostepne;j
w pokarmie, przez reduktaze chinonowg przy udziale NADPH, przeksztatca sie w wyniku
reakcji karboksylacji w 2,3-epoksyd. Aby mogta by¢ zachowana ciggtos¢ dziatania
karboksylazy, epoksydowa forma witaminy K jest redukowana do formy chinonowej przez
reduktaze 2,3-epoksydowq, co umozliwia regeneracje witaminy K w cyklu witaminy K.
Reduktaza 2,3-epoksydowa podatna jest na hamujgcy wptyw pochodnych kumaryny takich
jak acenokumarol i warfaryna. Zwigzki te zostaty zarejestrowane jako doustne leki
przeciwzakrzepowe dos¢ dawno. Wykazujg duzg zdolno$é do wigzania sie z biatkami krwi,
przede wszystkim z albuming (od 97% do 99%), co znaczgco zmniejsza ich biodostepnosc.
W celu okreslenia oddziatywania nowych syntetycznych pochodnych kumaryny z albuming

i reduktaza 2,3-epoksydowg przebadatem w pracy ,, Design, synthesis, X-ray structures

of the new coumarin derivatives and perspectives of binding them to albumin and vitamin K
epoxide reductase complex subunit 1, Kasperkiewicz K, Malecka M, Ponczek MB, Nowak P,
Budzisz E, Crystal Growth & Design (2016) 16: 456-466” za pomocga dokowan in silico

w programie Autodock Vina wigzanie z albuming zsyntetyzowanych nowych pochodnych
kumaryny, ktérych struktura zostata okreslona krystalograficznie. Wymodelowatem takze
podjednostke 1 kompleksu reduktazy 2,3 epoksydowej, odpowiadajgcg za aktywnos¢
katalityczng enzymu i takze do niej przeprowadzitem dokowania pochodnych kumaryny.
Czesc¢ ze zwigzkéw wykazywata obiecujgce wtasciwosci w postaci silnego wigzania

z podjednostka katalityczng w miejscu wigzania warfaryny.

Opisane powyzej badania nie bytyby mozliwe bez wsparcia finansowego EMBO ASTF 83.00-
2008 oraz wnioskowanych dotacji Uniwersytetu tédzkiego w ramach funduszy statutowych
dla Katedry Biochemii Ogdlnej 506/810 i 506/1136.

Podsumowanie gtéwnego osiggniecia naukowego i omdwienie ewentualnego wykorzystania

W oparciu o zaprezentowane powyzej omdéwienie prac naukowych sktadajgcych sie na cykl
publikacji przedstawiony do oceny, za moje gtdwne osiggniecia uwazam wdrozenie w Polsce
metod bioinformatycznych do poznawania ewolucji i biochemii biatek hemostazy oraz
uzyskanie wynikow istotnych w skali sSwiatowej poszerzajgcych wiedze na temat proteaz
serynowych krzepniecia i fibrynolizy. Perspektywy ewentualnego wykorzystania obejmuja
uzycie metod i wynikdw do prowadzenia badan pod katem opracowywania nowych terapii
przeciwzakrzepowych, szczegdlnie tych nakierowanych na dimeryczny czynnik XI (Ryc. 2).
Zwrdcic tu nalezy szczegdlng uwage na to, ze czynnik Xl jako cel przeciwzakrzepowych terapii
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dopiero w ostatnich latach zaczat sie cieszy¢ wiekszym zainteresowaniem grup badawczych
na Swiecie i wdrazane sg obecnie potencjalne metody lecznicze obejmujgce zastosowanie
miedzy innymi przeciwciat skierowanych na blokowanie tego czynnika oraz wyciszania mRNA
dla czynnika XI poprzez oligonukleotydy antysensowne, gdzie w przypadku ostatniej strategii
zakonczono niedawno Il faze badan klinicznych (Cosmi 2016, Biller i wspétfaut. 2015, Muller
i wspotaut. 2011, Younis i wspétaut. 2012,).

Dalsze moje plany badawcze obejmujg kontynuacje rozpoczetych niedawno badan

z zastosowaniem metod dynamiki molekularnej do przewidywania wtasciwosci czynnika XI,
a ktore nie zostaty wtgczone do gtdwnego osiggniecia naukowego ze wzgledu na poczatkowy
etap badan. Wyniki tych badan zostaty upublicznione w postaci komunikatow
konferencyjnych zamieszczonych w ramach omoéwienia pozostatych osiggnie¢ naukowo-
badawczych.
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5. O0mowienie pozostalych osiaggnie¢ naukowo - badawczych

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora pozostate osiggniecia naukowo — badawcze
dotyczyty tematyki zwigzanej z rolg stresu oksydacyjnego oraz przeciwutleniaczy
pochodzenia roslinnego o potencjalnych wtasciwosciach antykoagulacyjnych w procesie
hemostazy, w tym wptywu na wybrane czynniki krzepniecia krwi, z uwzglednieniem réznych
stanéw chorobowych z towarzyszacymi procesami zapalnymi. Badania byty realizowane

w ramach funduszy statutowych Ut uzyskanych przez Katedre Biochemii Ogdlnej, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska od Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyiszego.

Czes¢ pozostatych badan dotyczyta takze zagadnien zwigzanych z rolg stresu oksydacyjnego
u kobiet w wieku menopauzalnym (we wspétpracy z z Klinikg Ginekologii i Choréb
Menopauzy, Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi oraz Klinikg Leczenia
Nieptodnosci GAMETA), w stwardnieniu rozsianym (we wspétpracy z Oddziatem Rehabilitacji
Neurologicznej Szpitala dr. K. Jonschera w todzi oraz badaniami syntetycznych pochodnych
kumarynowych i pochodnych spiroflawonowych o szerokim spektrum dziatania
biologicznego (we wspodtpracy z Zaktadem Chemii Surowcow Kosmetycznych, Katedra
Kosmetologii, Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Medycznego w todzi oraz Katedrg
Chemii Teoretycznej i Strukturalnej na Wydziale Chemii Uniwersytetu tdédzkiego). Nawigzana
zostata réwniez wspétpraca z Katedrg Biochemii i Biotechnologii Zwierzgt na Wydziale
Hodowli i Biologii Zwierzat Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja
Sniadeckich w Bydgoszczy dotyczaca probleméw zwigzanych z krzepnieciem krwi u kurczat.
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Kontynuowatem takze zagadnienia prowadzone w trakcie przygotowywania rozprawy
doktorskiej, ktore byty zwigzane z badaniami wptywu stresu oksydacyjnego i nitracyjnego
na fibrynogen w aspekcie ewolucyjnym i roli przeciwutleniaczy oraz zwigzkdéw
przeciwzakrzepowych na biatka hemostazy. Szczegdlnie roznorodne zwigzki polifenolowe
pochodzenia roslinnego wydaja sie by¢ dobrymi kandydatami do zastosowania

w profilaktyce choréb zakrzepowo-zatorowych.

Zaledwie kilka lat temu wprowadzono do lecznictwa nowe doustne leki przeciwzakrzepowe
bedace bezposrednimi inhibitorami proteaz kaskady krzepniecia krwi - trombiny (dabigatran)
oraz czynnika X (rivaroxaban) — kluczowego elementu zewnatrzpochodnego szlaku
krzepniecia. Mimo skutecznosci przeciwzatorowej tego typu lekéw nie sg one pozbawione
wad, podobnie jak leki starszej generacji, przede wszystkim poprzez wystepowanie ryzyka
ciezkich powikfan krwotocznych. Wymienione przyktadowe leki sg zwigzkami syntetycznymi
zaprojektowanymi i wytworzonymi tak by docelowo hamowac konkretne proteazy serynowe
krzepniecia krwi. Z kolei organizmy roslinne sg naturalnymi ewoluujgcymi fabrykami

i magazynami licznych zwigzkdéw organicznych, ktérych wielu wiasciwosci nadaj jeszcze nie
poznano. Niektdre z nich wykazujg zdolnos¢ hamowania krzepniecia krwi, bedac przy tym
réwnoczesnie przeciwutleniaczami. W pracy ,,Polyphenol compounds belonging

to flavonoids inhibit activity of coagulation factor X, Bijak M, Ponczek MB, Nowak P,
International Journal of Biological Macromolecules (2014) 65: 129-135” zbadany zostat
hamujgcy efekt flawonoiddw roslinnych (procyjanidyny B2, cyjanidyny, kwercetyny

i sylibiny), o dobrze znanych witasciwosciach antyoksydacyjnych, na aktywnos¢ enzymatyczna
czynnika X. Przeprowadzone przeze mnie dokowanie in silico flawonoidéw do struktury
aktywnej formy czynnika X (PDB: 2J4l) wskazato miejsce i powinowactwo wigzania

oraz wyjasnito potencjalny mechanizm inhibicji. Dodatkowo pordwnujac strukture
aktywnego czynnika X wotu (1KIG) jak i jego modelu homologicznego opartego na strukturze
cztowieka (2J4l1) wykazatem dobre zakonserwowanie ewolucyjne struktury przestrzennej,

co umozliwito wtasciwg interpretacje wynikdéw eksperymentalnych z zastosowaniem
wotowego aktywnego czynnika X w badaniach aktywnosci amidolitycznej po zadziataniu
odpowiednimi stezeniami flawonoiddéw oraz ich zestawienie z wynikami obliczeniowymi
dokowania.

W ramach tematyki fgczgcej hemostaze, stres oksydacyjny i roslinne zwigzki

o wtasciwosciach antooksydacyjno-antykoagulacyjnych realizowany byt takze wczesniej
projekt WROVASC (projekt wspétfinansowany przez UE w ramach EFRR w ramach Programu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, realizowany w latach 2007-2013. Priorytet 1.
Badania i rozwéj nowoczesnych technologii. Dziatanie 1.1. Wsparcie badan naukowych dla
gospodarki opartej na wiedzy. Poddziatanie 1.1.2. Strategiczne programy badan, w ktérym
w latach 2010-2013 bytem jednym z podwykonawcdw zadania 17 ,,Antykoagulanty
pochodzenia roslinnego w celu stosowania w zapobieganiu i leczeniu zakrzepic”. Celem tego
zadania byto okreslenie zaleznosci pomiedzy wtasciwosciami chemicznymi i biologicznymi
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koniugatéw polifenolowo-polisacharydowych substancji roslinnych, w obszarze aktywnosci
antyoksydacyjnych, antykoagulacyjnych i przeciwptytkowych.

Ostatnio bratem réwniez udziat w badaniu zwigzkéw biologicznie czynnych z roslin
Pulmonaria L (miodunka), jako wykonawca grantu NCN UMO0-2013/11/D/NZ9/02771,
Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier (zyworddka pierzasta) we wspétpracy
z Zaktadem Biochemii i Jakosci Plonéw Instytutu Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa
Panstwowego Instytutu Badawczego w Putawach.

Opisane badania byty finansowane z dotacji Uniwersytetu tédzkiego w ramach finansowania
statutowego Katedry Biochemii Ogdlnej (810/373, 545/267, 545/485, 545/762, 506/810,
506/1136).

Moje obecne zainteresowania, badania i plany naukowe na przysztos$¢ skupiajg sie gtéwnie
na tematyce zwigzanej z badaniami dynamiki molekularnej XI czynnika krzepniecia krwi.
W ramach grantu wtasciwego PL-Grid (http://www.plgrid.pl/) przeprowadzitem do tej pory

osiem 200 ns symulacji dimerdow czwartej domeny jabtkowej czynnika XI (Ryc. 2, A4),

dla cztowieka (wersja stabilizowana i nie stabilizowana miedzytanicuchowym mostkiem
disiarczkowym pomiedzy Cys 321) i ortologéw krélika, oposa (2 wersje podobnie jak

u cztowieka), dziobaka i kolczatki oraz paraloga prekalikreiny osoczowej cztowieka,
wskazujgce na rdznice miedzygatunkowe w stabilnosci dimerdéw niepotgczonych
miedzytaicuchowymi mostkiem disiarczkowym. Paradoksalnie najbardziej stabilny okazuje
sie dimer krdlika, naturalnie pozbawiony mostka siarczkowego na skutek odziedziczonej
po przodkach mutacji Cys 321 do His 321. Mimo naturalnego braku mostka dimer krélika
wydaje sie by¢ bardziej stabilny niz niestabilizowane dimery cztowieka, prawdopodobnie
poprzez ewolucyjne wzmocnienie oddziatywan niekowalencyjnych w obrebie powierzchni
styku dimeryzacji. Uzyskane wyniki zostaty opisane w manuskrypcie przygotowanym

do publikacji w czasopismie z listy JCR. Kolejne zainteresowania naukowe dotycza
sekwencjonowania nastepnej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS),
zapoczatkowane po odbyciu stazu w USA na UCSD, na ktérym zajmowatem sie miedzy
innymi analiza wynikéw sekwencjonowania catogenomowego (ang. Whole Genome
Sequencing, WGS).

W celu rozwoju umiejetnosci w zakresie analizy wynikéw NGS zapisatem sie na szkolenia:
»Wprowadzenie do obrdébki i analizy danych NGS” 4 marca oraz ,,NGS w badaniach regulacji
gendw” 5-6 marca 2017 roku organizowane przez ideas4biology Sp. z o.0.

W ramach opisanych powyzej zagadnien badawczych zostaty opublikowane nastepujace
artykuty naukowe:

prace oryginalne:
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1. Budzisz E, Paneth P, Geromino |, Muziot T, Rozalski M, Krajewska U, Pipiak M,
Ponczek MB, Matecka M, Kupcewicz B. The cytotoxic effect of spiroflavanone
derivatives, their binding ability to human serum albumin (HSA) and a DFT study
on the mechanism of their synthesis. Journal of Molecular Structure. Przyjeta
do publikacji 9 lutego 2017. DOI: 10.1016/j.molstruc.2017.02.037 (IF=1.780, pkt.
MNiSW=20)

2. Kolodziejczyk-Czepas J, Sieradzka M, Moniuszko-Szajwaj B, Pecio t, Ponczek MP,
Nowak P, Anna Stochmal A. Bufadienolides from Kalanchoe daigremontiana as
thrombin inhibitors — in vitro and in silico study. International Journal of Biological
Macromolecules. Praca przyjeta do publikacji 3 lutego 2017 roku (IF=3.138, pkt.
MNiSW=35)

3. Buzala M, Ponczek MB, Slomka A, Roslewska A, Janicki B, Zekanowska E, Bednarczyk
M. A Pilot Study of Tissue Factor-Tissue Factor Pathway Inhibitor Axis and Other
Selected Coagulation Parameters in Broiler Chickens Administered in Ovo with
Selected Prebiotics. Folia Biologica (Krakdw) (2016) 64: 213-224 (IF=0.562, pkt.
MNiSW=15)

4. Kolodziejczyk-Czepas, Bijak M, Saluk J, Ponczek MB, Zbikowska HM, Nowak P,
Tsirigotis-Maniecka M, Pawlaczyk I. Radical scavenging and antioxidant effects
of Matricaria chamomilla polyphenolic-polysaccharide conjugates. International
Journal of Biological Macromolecules (2015) 72: 1152-1158 (IF=3.138, pkt.
MNiSW=35)

5. Bijak M, Ponczek MB, Nowak P. Polyphenol compounds belonging to flavonoids
inhibit activity of coagulation factor X. International Journal of Biological
Macromolecules (2014) 65: 129-135 (IF=2.858, pkt. MNiSW=35)

6. Ponczek MB, Bijak M, Saluk J, Kolodziejczyk-Czepas J, Nowak P. The comparison
of peroxynitrite action on bovine, porcine and human fibrinogens. Central European
Journal of Biology (2014) 9: 233-241 (IF=0.710, pkt. MNiSW=15)

7. Bijak M, Ziewiecki R, Saluk J, Ponczek M, Pawlaczyk I, Krotkiewski H, Wachowicz B,
Nowak P. Thrombin inhibitory activity of some polyphenolic compounds. Medicinal
Chemistry Research (2014) 23: 2324-2337 (IF=1.402, pkt. MNiSW=20)

8. Saluk J, Bijak M, Ponczek MB, Nowak P, Wachowicz B. (1->3)-B-D-Glucan reduces

the damages caused by reactive oxygen species induced in human platelets
by lipopolysaccharides. Carbohydrate Polymers (2013) 97: 716-724 (IF=3.916, pkt.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

MNiSW=40)

Bijak M, Saluk J, Ponczek MB, Nowak P. Antithrombin effect of polyphenol-rich
extracts from black chokeberry and grape seeds. Phytotherapy Research (2013) 27:
71-76 (IF=2.397, pkt. MNiSW=25)

Bijak M, Saluk J, Antosik A, Ponczek MB, Zbikowska HM, Borowiecka M, Nowak P.
Aronia melanocarpa as a protector against nitration of fibrinogen. International
Journal of Biological Macromolecules (2013) 55: 264-268 (IF=3.096,

pkt. MNiSW=35)

Bijak M, Kolodziejczyk-Czepas J, Ponczek MB, Saluk J, Nowak P. Protective effects
of grape seed extract against oxidative and nitrative damage of plasma proteins.
International Journal of Biological Macromolecules (2012) 51: 183-187 268
(IF=2.596, pkt. MNiSW=35)

Bijak M, Nowak P, Borowiecka M, Ponczek MB, Zbikowska HM, Wachowicz B.
Protective effects of (-)-epicatechin against nitrative modifications of fibrinogen.
Thrombosis Research (2012) 130: e123-e128 (IF= 3.133, pkt. MNiSW=25)

Miller E, Walczak A, Saluk J, Ponczek MB, Majsterek |I. Oxidative modification
of patient’s plasma proteins and its role in pathogenesis of multiple sclerosis. Clinical
Biochemistry (2012) 45: 26-30 (IF= 2.450, MNiSW=30)

Polac I, Borowiecka M, Wilamowska A, Bijak M, Ponczek MB, Nowak P. Changes
in hemostatic parameters after oral and transdermal hormone therapy

in postmenopausal women. Gynecological Endocrinology (2011) 27: 692-695
(IF=1.581, pkt. MNiSW=15)

Saluk-Juszczak J, Pawlaczyk I, Olas B, Kotodziejczyk J, Ponczek M, Nowak P, Tsirigotis-
Wotoszczak M, Wachowicz B, Gancarz R. The effect of polyphenolic-polysaccharide
conjugates from selected medicinal plants of Asteraceae family on the peroxynitrite-
induced changes in blood platelet proteins. International Journal of Biological
Macromolecules (2010) 47: 700-705 (IF= 2.502, pkt. MNiSW=35)

Borowiecka M, Polac I, Nowak P, Radwan P, Ponczek MB, Wachowicz B. Changes
in hemostatic parameters after oral hormone therapy in postmenopausal women.
Journal of Womens Health (2010) 19: 2267-2270 (IF= 1.454, pkt. MNiSW=35)
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17.

Ponczek MB, Nowak P, Wachowicz B. The effects of nitronium ion on nitration,
carbonylation and coagulation of human fibrinogen. General Physiology
and Biophysics (2008) 27: 55-58 (IF=0.697, pkt. MNiSW=15)

list do edytora:

18.

Ponczek MB. Comments on "Sensitive immunoassays of nitrated fibrinogen in human
biofluids" by Tang et al. Talanta (2011) 83: 1062-1063 (IF=3.794, pkt. MNiSW=40)

prace przegladowe:

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Buzala, M., Stomka, A., Janicki, B., Ponczek, M. B., Zekanowska, E. (2016). Review:
The mechanism of blood coagulation, its disorders and measurement in poultry.
Livestock Science. (2017) 195: 1-8 (IF=1.293, MNiSW points=30)

Bijak M, Ponczek MB, Nowak P. Proteazy serynowe i ich klasyfikacja wedtug systemu
MEROPS. [Serine proteases and their classification according to MEROPS system].
Kosmos (2015) 1: 31-45 (pkt. MNiSW=12)

Saluk J, Bijak M, Ponczek MB, Wachowicz B. Powstawanie, metabolizm i ewolucja
ptytek krwi. [ang. The formation, metabolism and the evolution of blood platelets].
Postepy Higeny i Medycyny Doswiadczalnej (2014) 68: 384-391 (IF= 0.573, pkt.
MNiSW=15).

Bijak M, Saluk J, Ponczek MB, Nowak P, Wachowicz B. Synteza biatek w
bezjgdrzastych ptytkach krwi. [The synthesis of proteins in unnucleated blood
platelets]. Postepy Higeny i Medycyny Doswiadczalnej (2013) 67: 672-679 (IF= 0.633,
pkt. MNiSW=15)

Kotodziejczyk J, Ponczek MB. The role of fibrinogen, fibrin and fibrin(ogen)
degradation products (FDPs) in tumor progression. Contemporary Oncology (2013)
17: 113-119 (IF= 0.215, pkt. MNiSW=14)

Bijak M, Ponczek MB, Nowak P. Komorkowa odpowiedz na dziatanie trombiny. [ang.
Cellular response to thrombin action]. Kosmos (2012) 61: 445-454 (pkt. MNiSW=12).

Bijak M, Ponczek MB, Saluk J, Chabielska M, Stepniak J, Nowak P. Nadtlenoaztyn -

silny biologiczny utleniacz. [ang. Peroxynitrite a strong biological oxidant].
Wiadomosci Chemiczne (2012) 66: 7-8 (pkt. MNiSW=7)
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26. Ponczek MB. Rola domen spokrewnionych z fibrynogenem w réznicowaniu i migracji
komdrek nowotworowych. [ang. The role of fibrinogen-like domains in differentiation
and migration of neoplastic cells] Postepy Biologii Komarki (2010) 37: 539-552
(IF=0.077, pkt. MNiSW=5)

Przedstawione zostaty nastepujace konferencyjne prezentacje ustne i plakaty:
Powigzane tematycznie z tytutem osiggniecia naukowego:

Ponczek MB, Gailani D, Doolittle RF. Evolution of the contact phase of vertebrate blood
coagulation, 2nd Annual Proteomics Europe Conference and Exhibition, Lisbon, Portugal
2008, 16 - 17 October. 120 PE

Prezentacja wynikow opublikowanych w pracy ,, Evolution of the contact phase of vertebrate
blood coagulation “w postaci plakatu.

Ponczek M. The first signs of blood coagulation pathway evolution by bioinformatic studies
of Branchiostoma genome. 34th FEBS Congress, Prague, Czech Republic 4-9 July 2009, P1-79,
FEBS Journal (2009) 276 S1: 119

Prezentacja wstepnych wynikdw opublikowanych w pracy “Evolution of Thrombin and Other
Hemostatic Proteases by Survey of Protochordate, Hemichordate, and Echinoderm
Genomes”w postaci plakatu.

Ponczek MB, Gailani D, Doolittle RF. Evolution of intrinsic blood coagulation pathway and
plasma kinin-kallikrein system in sense of thrombosis. XLIV Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego [XLIV Annual meeting of the Polish Biochemical Society], todz, 16-19
September, 2009, 0.B.2, Acta Biochimica Polonica 56 (2009) Supp. 3: 14

Prezentacja wynikow opublikowanych w pracy ,, Evolution of the contact phase of vertebrate
blood coagulation “w postaci prezentacji ustnej w jezyku angielskim.

Ponczek MB, Bijak MZ, Nowak PZ. Evolution of thrombin by survey of non-vertebrate
deuterostomes. Polish-German Biochemical Societies Joint Meeting. Poznan, Poland, 11-14
September 2012, P2.59 Acta Biochimica Polnica 59 (2012) Supp. 3: 58

Prezentacja wynikéw opublikowanych w pracy “Evolution of Thrombin and Other Hemostatic
Proteases by Survey of Protochordate, Hemichordate, and Echinoderm Genomes” w postaci
plakatu.

Matecka M, Kasperkiewicz K, Budzisz E, Ponczek M. Badania strukturalne pochodnych
kumaryny. [Structural studies of coumarin derivatives]. 57 Konwersatorium krystalograficzne

[57th Crystallographic seminar], Wroctaw, Poland, 26-26 June 2015. B-30

Prezentacja wstepnych wynikéw opublikowanych w pracy “ Design, synthesis, X-ray
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structures of the new coumarin derivatives and perspectives of binding them to albumin and
vitamin K epoxide reductase complex subunit 1” w postaci plakatu.

Pozostate:

Kasperkiewicz K, Ponczek MB, Budzisz E, Spectrofluorymetric analysis
of the new coumarin derivatives. XIX International Symposium , Advances in the chemistry
of heteroorganic compounds”. Lodz, Poland, 2016, 25 listopad. P-048

Ponczek MB. 200 ns molecular dynamics of blood coagulation factor Xl apple domain dimers.
6th Visegrad Symposium on Structural Systems Biology. Warsaw, Poland, 19 - 21 czerwiec,
2016. P29.

Kotodziejczyk-Czepas J, Ponczek MB, Nowak P, Krzyzanowska-Kowalczyk J, Kowalczyk M,
Stochmal, Efektywno$¢ przeciwutleniajgca dziatania ekstraktéw z wybranych gatunkéw
Pulmonaria L. (miodunka) w ochronie biatkowych sktadnikéw krwi. VIII Interdyscyplinarna
Konferencja Naukowa TYGIEL. Lublin, Polska, 2016, 12-13 marzec

Ponczek MB. Molecular dynamics of mammalian blood coagulation factor XI. 8th Symposium
of the Polish Bioinformatics Society & 7th Seminar of Medicinal Chemistry, Lublin, Poland,
17-19 September 2015. P14

Kasperkiewicz K, Kupcewicz B, Ponczek M, Budzisz E. Influence of the new coumarin
derivatives on lipophilicity, fluorescent properties and docking to albumin. Miedzynarodowe
Sympozjum "Recent Advances in Nucleic Acid Therapeutics", £édz, pazdziernik 2015

Ponczek MB. Prediction of coagulation factor XI dimeric structure in mammals. | BIO 2014
Congress. Warszawa, Polska, 9-12 September 2014, P4.34 Acta Biochim Pol 61 (2014) Supp
1: 95

Bijak M, Antosik A, Ponczek MB, Zbikowska HM, Nowak P. Flavonoids as a direct coagulation
factor Xa inhibitors. 48 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Torun, 2-5 September
2013 r. P3.2 Acta Biochim Pol 60 (2013) Supp 1: 39

Bijak M, Antosik A, Ponczek M, Ziewiecki R, Saluk J, Zbikowska H, Nowak P. Polyphenol
compounds modulate human thrombin activity. Polish-German Biochemical Societies Joint
Meeting. Poznan, Polska, 11-14 September 2012, P2.7 Acta Biochim Pol (2012) Supp 3: 32

Borowiecka MK, Potac |, Ponczek MB, Wachowicz B. The effects of applying the hormone
replacement therapy at woman in the period of the menopause on plasma fibrin
polymerization and lysis. XLIV Annual meeting of the Polish Biochemical Society, todz, 16 -
19 September, 2009, P.B.1, Acta Biochim Pol 56 (2009) Supp 3: 15
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Przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora badania naukowe dotyczyty wptywu
reaktywnych form tlenu i azotu na biatka hemostazy osocza krwi. W ramach tych badan
bytem wspétautorem nastepujgcych publikacji:

oryginalnych:

1. Nowak P, Zbikowska HM, Ponczek M, Kolodziejczyk J, Wachowicz B. Different
vulnerability of fibrinogen subunits to oxidative/nitrative modifications induced by
peroxynitrite: Functional consequences. Thrombosis Research (2007) 121: 163-174
(IF=2.038, IF5=2.145, pkt. MNiSW=25)

2. Olas B, Nowak P, Ponczek M, Wachowicz B. Resveratrol, a natural phenolic
compound may reduce carbonylation proteins induced by peroxynitrite in blood
platelets. General Physiology and Biophysics (2006) 25: 215-222 (IF=0.771,
IF5=0.926, pkt. MNiSW=15)

3. Olas B, Nowak P, Kolodziejczyk J, Ponczek M, Wachowicz B. Protective effects of
resveratrol against oxidative/nitrative modifications of plasma proteins and lipids
exposed to peroxynitrite. Journal of Nutritional Biochemistry (2006) 17: 96-102
(IF=2.945, IF5=4.967, pkt. MNiSW=40)

przegladowych:

4. Ponczek M, Wachowicz B. Oddziatywanie reaktywnych form tlenu i azotu z biatkami.
[ang. Interaction of reactive oxygen and nitrogen species with proteins]. Postepy
Biochemii (2005) 51: 140-145 (MNiSW=5)

prezentacji ustnych i plakatéw konferencyjnych (* - prezentowatem prace ustnie) :

1. Ponczek M*, Nowak P, Wachowicz B. Peroxynitrite-mediated modifications of
fibrinogen; the effect on platelet aggregation and adhesion. IC Konferencja Biologii
Komorki, £édz, Poland 2005, 15-17 September, Folia Histochem et Cytobiol (2005)
43:79

2. Olas B, Nowak P, Ponczek M, Wachowicz B. The effect of resveratrol on
peroxynitrite-indused oxidation of proteins in blood platelets, 5th Parnas conference,
Ukraine 2005, Ukr. Biochim J (2005) 77: 215

3. Ponczek M’, Nowak P, Wachowicz B. Wptyw nadtlenoazotynu na strukture i funkcje

fibrynogenu. VIl Konferencja Naukowo Szkoleniowa Inter-Hemostaza, £6dz, Polska
2004, 11
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4. Nowak P, Ponczek M, Zbikowska M, Wachowicz B. Peroxynitrite enhanced fibrinogen
susceptibility to plasmin degradation. 4th International Conference on Peroxynitrite
and Reactive Nitrogen Species in Biology and Medjcine, University of Konstanz,
Konstanz, Germany 2004, July 27 - 31

5. Ponczek M', Nowak P, Wachowicz B. Wptyw nadtlenoazotynu na wiasciwosci
koagulacyjne fibrynogenu. VI Warsztaty Naukowe Inter-Hemostaza, £odz, Polska
2003, 18

6. Nowak P, Majeed F, Ponczek M, Wachowicz B. Wptyw nitracji tyrozyny na
wiaéciwoéci polimeryzacyjne fibrynogenu. XX Zjazd PT Hematologdw
i Transfuzjologéw, Gdarsk, Polska 2003, 34, 340

Informacje dotyczace mojego wkiadu w wyzej wymienionych publikacjach zawarte s3
w zatgczniku 3 (wykaz opublikowanych prac naukowych lub twaérczych prac zawodowych).

Catkowity dorobek naukowy obejmuje 38 prac naukowych i 20 komunikatow
konferencyjnych, przy czym 34 prace naukowe i 14 komunikatéw konferencyjnych

po doktoracie, z czego 31 prac naukowych zostato opublikowanych w czasopismach z listy
JCR, w tym 28 po doktoracie. Catkowity ,Impact Factor” 68.866, w tym po doktoracie 63.112
i odpowiednio 886 i 801 punktow MNiSW, liczba recenzji artykutéw naukowych 3. Statystyki
bibliometryczne wg bazy Web of Science (Core Collection) na 16 lutego 2017 roku: liczba
cytowan bez autocytowan 285, z autocytowaniami 322, H-Indeks 9.
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