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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych

Aktualne miejsca zatrudnienia: Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Wydziat Chemii,
ul. Gronostajowa 2, 30-387 Krakow,
Zaktad Krystalochemii i Krystalofizyki,
Zespot Biokrystalografii

Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera, Polskiej Akademii Nauk, ul. Niezapominajek 8,
30-239 Krakow

Zespot Biokatalizy Teoretycznej i Eksperymentalne;j

Zajmowane stanowiska:

listopad 2012 — do chwili obecnej adiunkt, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski
luty 2017 — do chwili obecnej adiunkt, Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
im. Jerzego Habera, Polskiej Akademii Nauk
pazdziernik 2007 — wrzesien 2012 asystent, Wydziatl Chemii, Uniwersytet Jagiellonski
pazdziernik 2003 — wrzesien 2007 doktorant, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski

4. Omowienie osiggnieé, o ktéorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

4.1. Oméwienie celu naukowego przedtozonych publikacji oraz
najwazniejszych wynikow

Badania stabilnosci konformacyjnej wybranych bialek i ich form zmutowanych w
warunkach standardowych oraz wysokiego ciSnienia.

Woprowadzenie

W zlozonym procesie biosyntezy biatka kluczowym etapem jest uzyskanie przez tancuch
polipeptydowy prawidtowej struktury przestrzennej. Poprawnie sfaldowane biatko,
charakteryzujace si¢ odpowiedniag konformacja ma szansg¢ pelni¢ wymagang funkcje
biologiczna, zapewniajac optymalny przebieg procesow, w ktore jest zaangazowane [1].
Konformacja biatka definiowana jest jako utozenie w przestrzeni budujacych go atomow,
ktorych wzajemne potozenie okresla ksztatt makromolekuty. Wieloletnie badania wykazaty,
ze biatka w wigkszo$ci sg wysoce zorganizowanymi strukturami. Jednak powyzsze
stwierdzenie odnosito si¢ do wynikow prac badawczych prowadzonych jeszcze w latach 90.
XX wieku, kiedy to pojawity si¢ pierwsze doniesienia o odkryciu bialek nieposiadajacych
stabilnej struktury drugo- 1 trzeciorzegdowej, ktore nazwano biatkami inherentnie
nieustrukturyzowanymi  (réwniez  nieuporzadkowanymi) [2]. Najnowsze analizy
bioinformatyczne sugeruja, ze 25-30% eukariotycznych biatek jest w duzej mierze
nieuporzgdkowanych, a ponad potowa posiada dtugie nieuporzgdkowane regiony. Brak $cisle
okreslonej struktury trzeciorzedowej stwierdzono do tej pory glownie w biatkach
zaangazowanych w mechanizmy regulacyjne oraz szlaki przekazywania sygnatow.
Zwiekszona labilno$¢ tych biatek ma uzasadnienie w specyfice proceséw, w ktorych biorg
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udzial. Co wigcej badania wykazaty, ze o tendencji do tworzenia nieuporzgdkowanego
fragmentu w danym biatku decyduje odmienny sklad aminokwasowy biatek
nieustrukturyzowanych w poréwnaniu z tym obserwowanym w bialkach o stabilnej i
okreslonej strukturze. W obydwu opisanych przypadkach tj. w odniesieniu do biatek
ustrukturyzowanych jaki i nieuporzadkowanych podstawowymi sitami napgdowymi
biorgcymi udziat w uzyskaniu i utrzymaniu wymaganej konformacji sa kontakty wystepujace
wewnatrz czasteczek, jak i oddzialywania z otoczeniem. Grupowanie i izolowanie reszt
hydrofobowych, tworzenie wigzan wodorowych, utworzenie korzystnych kontaktéw van der
Waalsa i minimalizacja barier sterycznych oraz zmniejszenie entropii tancucha
aminokwasowego to czynniki, ktére warunkuja konformacje biatek [3]. Te same sity
zapewniajg istnienie biologicznych makroczasteczek w roéwnowadze migdzy stanem
sfaldowanym 1 rozfaldowanym, a stosunek obydwu form okreslany jest mianem stabilno$ci
konformacyjnej.

Kolejnym zagadnieniem taczacym si¢ z konformacjg biatek sa procesy agregacji, czyli
formowanie si¢ skupisk tancuchow polipeptydowych chrakteryzujacych si¢ zauwazalnie
wigkszg masg od fizjologicznie wystgpujacych makroczasteczek, powstajacych w wyniku
tworzenia przez pojedyncze czasteczki nienaturalnych kontaktow wewnatrz- i
miedzyczasteczkowych [4]. Zjawisko agregacji biatek ma ogromne znaczenie ze wzglgdu na
role jaka biatkowe agregaty pelnia w wielu powaznych i w wickszosci nieuleczalnych
chorobach. Schorzenia spichrzeniowe (okoto 5000 tego typu chordb), do ktorych zalicza sie
miedzy innymi kardiomiopati¢ rozstrzeniowa, amyloidoze, mukopolisacharydozg,
gangliozydoze, chorobe Fabry’ego, lipidoze, glikogenozg, chorobg¢ Danona, chorobe
Pompego czy hemochromatoze [5] sa cigzkimi dysfunkcjami, w ktorych zagregowane biatka
odktadaja si¢ w roznych narzadach. Odrgbng grupe choréb o podobnym podiozu
fizjologicznym stanowig choroby neurodegeneracyjne. Zwigzane ze stopniowg degeneracja
i/lub obumieraniem komorek nerwowych: choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, choroba
prionowa, stwardnienie zanikowe boczne, choroba Huntingtona czy ataksja rdzeniowo-
moézdzkowa stanowig powazne wyzwanie dla wspotczesnej medycyny [6]. Co wigcej
agregacja bialek jest problemem niezmiernie waznym w przypadku opracowywania
najnowszych metod leczenia z wykorzystaniem bialek terapeutycznych [7]. Obok obnizenia
efektywnos$ci stosowanych preparatow agregacja moze wywotywaé rowniez niepozadane
odpowiedzi immunologiczne u pacjentow. Zatem zrozumienie procesu agregacji biatek na
poziomie molekularnym i opracowanie metod powstrzymywania/kontrolowania tego
zjawiska jest interesujacym i niezwykle aktualnym kierunkiem badan szczegodlnie w walce z
chorobami konformacyjnymi oraz waznym aspektem rozwoju biofarmaceutycznych srodkoéw
terapeutycznych.

Z perspektywy zarysowanej powyzej roli konformacji bialek w prawidlowym
funkcjonowaniu organizméw zrozumienie, w jaki sposoéb zmiana konformacji wptywa na
przebieg biologicznych zjawisk i proceséw ma zasadnicze znaczenie rowniez dla:

e regulacji aktywnosci biatek,
e zrozumienia oddziatywan biatko-ligand, biatko-biatko,
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e racjonalnego projektowania lekow w oparciu o informacje strukturalne
biatkowego celu terapeutycznego,
¢ modelowania mechanizméw molekularnych.

Kontynuowane od lat badania ujawnily, ze stabilno$¢ konformacyjna biatek jest
zagadnieniem wieloaspektowym 1 wymaga szerszego spojrzenia angazujacego analize
wynikow badan biochemicznych, biofizycznych oraz strukturalnych, jak réwniez
identyfikacje czynnikow wywolujacych zmiany w konformacji makromolekut. Biorac pod
uwage Srodowisko w jakim wystepuja biatka, zrodtem zmian w konformacji biatka moga by¢
parametry fizykochemiczne takie jak pH, stezenie soli, sita jonowa, ci$nienie czy temperatura
(czynniki zewnetrzne) oraz mutacje sekwencji aminokwasowej, przytaczenie ligandow czy
modyfikacje potranslacyjne (czynniki wewnetrzne). W swoich badaniach skoncentrowalam
si¢ na analizie wplywu na konformacj¢ biatek dwoch sposréd wymienionych czynnikow:
mutacji oraz Cisnienia.

Wykorzystanie osiggnie¢ biologii molekularnej do uzyskiwania zmutowanych form biatek
stato si¢ mozliwe w 70. latach XX wieku, glownie w zwigzku z przelomowymi odkryciami w
zakresie analizy i edycji materialy genetycznego. Obecnie metody inzynierii genetycznej
pozwalaja na zaawansowane modyfikacje, racjonalng i ukierunkowang mutagenezg, a tym
samym na otrzymywanie bialek o okreslonej strukturze pierwszorzedowej. Wykorzystanie
wydajnych systeméw ekspresji rekombinowanych bialek w komorkach pro- i eukariontow
pozwala na szybkie i bezpieczne wyprodukowanie biatek, ktore nastepnie sg izolowane i
oczyszczane metodami chromatografii [8]. Wprowadzone mutacje moga mie¢ wpltyw na
wlasnoséci fizykochemiczne biatka (faldowanie, stabilno$¢) jak rowniez na jego funkcje
(aktywnos¢, oddziatywanie z innymi biatkami). Badanie majacych miejsce modyfikacji
pozwala w konsekwencji na projektowanie bialek o korzystniejszych cechach w poréwnaniu
z ich formami natywnymi. Enzymologia jest tym obszarem nauk biologicznych, ktora
szczegblnie intensywnie 1 skutecznie wykorzystuje mutagenez¢ do uzyskiwania
biokatalizatorow o S$cisle okreslonych cechach [9]. Pomimo ogromnej liczby badan i prob
przewidzenia wplywu mutacji na wybrane wiasnosci biatek nie udalo si¢ dotychczas
zaproponowac¢ jasnych regut rzadzacych zaleznoscig strukturalno-funkcjonalng zmutowanych
bialek, dlatego kazdy przypadek analizowany jest indywidualnie i cz¢sto wymaga wykonania
wielu eksperymentow oraz zaangazowania szeregu technik badawczych.

Aby zrozumie¢ molekularne mechanizmy wrazliwosci uktadow biologicznych na
dziatanie  wysokiego  cisnienia, naukowcy opracowali szeroki zakres technik
wysokoci$nieniowych 1 wyrafinowanych instrumentéw. Zastosowanie ci$nienia jako
parametru termodynamicznego w biologii po raz pierwszy miato miejsce pod koniec XIX
wieku [10]. W ciagu kolejnych dziesigcioleci badacze skupiali si¢ na zrozumieniu, w jaki
sposob cisnienie wptywa na strukture oraz funkcje biatka i odkryli, ze obserwowane zmiany
istotnie zalezg od wartos$ci ci$nienia jakiemu zostaje poddany badany uktad. Odwracalne
zmiany obserwowane sg pod stosunkowo niskim cis$nieniem i skorelowane sg z malg zmiang
objetosci uktadu. Cisnienie ponizej 150-200 MPa (100 MPa = 1 kbar) wptywa na wigzania
wodorowe i moze prowadzi¢ do zmian konformacji biatka, w ktérych mozna zaobserwowac
zmniejszenie wewnetrznych wngk hydrofobowych w czasteczkach biatka. Jesli cisnienie
przekracza 200 MPa, oddziatywania mi¢dzyczasteczkowe i struktura trzeciorzgdowa ulegaja
destabilizacji [11]. Dochodzi do zwigkszenia powierzchni czgsteczki, a tym samym do
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wzrostu hydratacji w formach monomerycznych biatka oraz do powickszenia si¢ przestrzeni
pomiedzy monomerami w formach oligomerycznych, co moze prowadzi¢ do ich dysocjacji
[12]. Przy zastosowaniu wyzszych warto$ci ci$nienia moze dojs¢ do rozfaldowania biatka
I jego denaturacji. Tego typu odpowiedz tancucha polipeptydowego obserwuje si¢ przy okoto
500 MPa, ale nie jest to warto$¢ graniczna i w znacznym stopniu zalezy od bialka.
Dla réznych bialek zakres ci$nienia, w ktorym dochodzi do rozfaldowania obejmuje wartosci
od 100 MPa nawet do 1 GPa [13]. Ponadto, poniewaz udowodniono, ze sfatdowany tancuch
polipeptydowy moze wystgpowaé W wielu stanach energetycznych naukowcy zaproponowali
szczegbdlne wlasnosci cisnienia do ich zbadania. Wykazano, ze wysokie ci$nienie moze zostaé
zastosowane jako parametr pozwalajacy na kontrolowane ‘filtrowanie’ energetycznych
stanéw biatka, co umozliwia ich zbadanie [14]. Wystgpowanie wielu stanow energetycznych,
a co za tym idzie roznych konformacji biatek, warunkuje ich prawidtowe funkcjonowanie
| zapewnia skuteczng degradacje [15].

Metody oferujace analize wzglednych pozycji atomoéw w strukturze zostaly zdominowane
przez krystalografi¢ rentgenowska. Niemniej jednak magnetyczny rezonans jadrowy,
rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami i kriomikroskopia
elektronowa stanowig niebywale szybko rozwijajace si¢ metody przyczyniajace si¢ do
ogromnego postepu wspotczesnej biologii strukturalnej. Idea wykorzystania danych
strukturalnych do analizy przestrzeni konformacyjnej biatek poprzez wyznaczenie struktury
tego samego biatka w odmiennych warunkach, na przyktad w rdznej temperaturze, pojawita
si¢ w pracy Fraser’a i wspotpracownikow [16]. Najmtodsza technikg, ktora takze pozwala na
tego typu analizy, jest potaczenie klasycznej krystalografii biatek z mozliwoscig wykonania
pomiaru dla krysztatu biatka poddanego dziataniu wysokiego ci$nienia [17]. Zaplanowany w
opisany powyzej sposob eksperyment jest nietypowym podejSciem 1 wyzwaniem.
W pomiarach tego typu stosuje si¢ specjalne komory wysokocisnieniowe, w ktorych
kluczowym elementem sg diamenty (ang. diamond anvil cell; DAC) [18]. Krystalografia w
warunkach wysokiego ci$nienia (ang. High Pressure Protein Crystallography; HPPX) jest
unikalng technikg pozwalajaca na uzyskanie informacji strukturalnych o konformacji biatka
uzyskanej w warunkach podwyzszonego ci$nienia [19]. Dzieje si¢ tak, poniewaz krysztaty
biatka charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscia wody (20-80%) i posiadajac obszary wody
pomiedzy czasteczkami bialek pozwalajag na przeniesienie nacisku hydrostatycznego na
fancuchy polipeptydowe z jednoczesnym zachowaniem uporzadkowania warunkujacego
zaj$cie zjawiska dyfrakcji. Rozwojowi metod eksperymentalnych towarzyszyt roéwniez
znaczny postep metod in silico umozliwiajacych zaprojektowanie symulacji analizujacych
odpowiedz czgsteczek biatek na zaburzenie w postaci podwyzszonego ci$nienia. Rosngca moc
obliczeniowa centrow bioinformatycznych pozwala obecnie na modelowanie wpltywu
wysokiego ci$nienia na rozbudowane uktady biologiczne [20] stajac si¢ zrodtem cennych
informacji uzupelniajacych obserwacje eksperymentalne.

Poszukiwanie zalezno$ci pomigdzy strukturg przestrzenng a stabilnosciag konformacyjna
biatka jest zagadnieniem, ktérym zajmuje¢ si¢ juz od czasu studiow doktoranckich na
Wydziale Chemii UJ. Realizowane przeze mnie badania skupiaja si¢ na wykorzystaniu
rentgenowskiej analizy strukturalnej monokrysztatow biatek do analizy konformacji
makroczasteczek obserwowanych w krysztale. Swoje badania skoncentrowatam na
zidentyfikowaniu w wybranych biatkach zmian strukturalnych wywotanych zaréwno
modyfikacjg struktury pierwszorzgdowej jak rowniez czynnikiem zewngtrznym.
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Na podstawie otrzymanych wynikéw prezentowanych w pracach [H1-H9] wyciggnetam
wnioski dotyczace wpltywu wspomnianych czynnikow na konformacje badanych bialek.
Badaniami objetam biomakromolekuty, ktore wykazujg interesujgce wtasnosci biofizyczne
i/lub wykazuja tendencj¢ do tworzenia nieprawidlowych konformacji pod wplywem
wysokiego cisnienia. Szczegolnie prace dotyczace biatek majacych zdolnos¢ do tworzenia
agregatoOw stanowig obecnie atrakcyjny kierunek badan ze wzglgdu na potrzebe opracowania
profilaktyki i leczenia schorzen neurodegeneracyjnych nasilajacych sie u mieszkancow
krajow wysokorozwinigtych.

Prezentowane badania strukturalne opisane w pracach H1, H5-H6 dotycza bialtek
Zrodziny rybonukleaz. Biatka te zostaly wyprodukowane przeze mnie w trakcie stazy w
Laboratori d'Enginyeria de Proteines, Departament de Biologia, Facultat de Ciencies,
Universitat de Girona. Otrzymane preparaty postuzyly do analizy wplywu mutacji na
stabilno$¢ konformacyjng tancuchéw polipeptydowych badanych biatek. Prace te stanowity
wktad naukowcow z Wydziatlu Chemii UJ w migdzynarodowy projekt badawczy ,,High
Pressure Tuning of Chemical and Biochemical Processes” w ramach COST- European
Cooperation in the Field of Scientific and Technical Research, Action D30. Wyniki otrzymane
w publikacjach H2-H3 prezentujg szereg struktur kompleksow p-laktoglobuliny z ligandami.
Wspomniane prace odnosza si¢ do wykorzystania zdolnosci wigzania przez -laktoglobuling
ligandéw nalezacych do réznych klas zwigzkow, wplywu tego wigzania na strukture biatka
oraz identyfikacji ligandow, ktore wspomagaja proces krystalizacji. Powyzsze zagadnienia
stanowig nieustajagco rozwijajacy si¢ nurt badan ze wzglegdu na szczegdlng role
B-laktoglobuliny zaré6wno w przemysle mleczarskim, jak i w naukach biologicznych.
W przypadku szeregu prac dotyczacych krystalografii bialek w warunkach wysokiego
ci$nienia, obok pracy przegladowej [H4], analizowatam modyfikacje konformacji czgsteczek
biatek wywotane wptywem wysokiego ci$nienia w oparciu o dane strukturalne [H6-H9].
Wykonanie tych unikalnych eksperymentow ujawnito, ze konformacje wysokocisnieniowe
wybranych biatek s odmienne od konformacji obserwowanych w warunkach ci$nienia
atmosferycznego, a badane biatka poddane dziataniu wysokiego ci$nienia wykazuja inne
zachowanie na przyktad w procesie adsorpcji [H7].

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan strukturalnych, przedstawione w cyklu
publikacji [H1-H9], stanowig podstawe osiggniecia habilitacyjnego. Ponizszy opis zawiera
przeglad przeprowadzonych badan i1 najwazniejszych wnioskéw wyciggnietych na podstawie
analiz uzyskanych rezultatow.

Cel badan

Celem prowadzonych przeze mnie badan jest identyfikacia molekularnych podstaw
warunkujacych stabilno$§¢ konformacyjna wybranych bialek w_oparciu_o analize
struktur krystalicznych wyznaczonych dla ich form natywnych i zmodyfikowanych z
zastosowaniem pomiarow_standardowych oraz _wysokocisnieniowych. Uzyskane wyniki
moga mie¢ znaczenie aplikacyjne jako wskazowki w procesach stosowanych w przemysle
spozywczym np. w optymalizacji procesu paskalizacji oraz w medycynie w aspekcie
opracowywania nowych strategii leczenia chorob molekularnych czy zapobiegania agregacji
biatkowych preparatow terapeutycznych. Prezentowane badania strukturalne sg prowadzone
wielowatkowo, z uwzglednieniem bialek o réznych funkcjach biologicznych i odmienne;j
budowie.
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Omowienie najwazniejszvch wynikow

W swoich badaniach zaj¢tam si¢ wyjasnieniem wpltywu mutacji i/lub ci$nienia na
stabilno$¢ konformacyjng wybranych biatek. Obiektem moich badan byty biatka globularne
roznigce sie¢ pod wzgledem funkcji (enzymy, bialko transportujgce, biatko regulacyjne),
wielkosci, stanu oligomeryczno$ci oraz procentowej zawartosci a-helis i p-arkuszy. W ten
sposob dokonany wybdr badanych biatek pozwolil na uzyskanie interesujagcych wynikow,
zdywersyfikowanych zarowno pod wzgledem strukturalnym jak i biologicznym.

Strukturalne badania wplywu mutacji na konformacje biatek 7 rodziny rvbonukleaz

Publikacje stanowigce zestaw prac badawczych skoncentrowanych na analizie wptywu
mutacji na stabilno$¢ konformacyjng makromolekut obejmuja badania biatek nalezacych do
rodziny  rybonukleaz: = wotowej  trzustkowe;j
rybonukleazy A (RNazy A) [H1] oraz onkonazy z
Rana pipiens [H5]. Rybonukleaza A jest enzymem,
ktérego gléwng funkcja jest rozktadanie wigzan
fosfodiestrowych w kwasach rybonukleinowych
[21]. Zaprojektowane zmutowane formy RNazy A
wprowadzaly resztg¢ alaniny w  pozycjach
aminokwasoéw okreslonych jako kluczowe w
procesie inicjacji tadowania badanego biatka (ang.
chain folding initiation site) [22], w pozycjach V47,
V54, V57, 181, 1106 oraz V108 (Rys. 1).
Dla wymienionych enzyméw Wyznaczono Rys. 1. Czasteczka RNazy A z zaznaczonymi miejscami

. L ., T , . , wprowadzonych pojedynczych mutacji.
stabilno$¢ cisnieniowa pi, ktora okazata si¢ by¢
znaczaco nizsza od wartosci wyznaczone] dla formy natywnej oraz rdznice w entalpii
swobodnej AAGr (Tabela 1). W celu wyjasnienia wspomnianych roznic wyznaczytam
strukturg natywnej formy RNazy A (struktura referencyjna) oraz sze$¢ struktur zmutowanych
form RNazy A. Rozdzielczosci wyznaczonych struktur i ich identyfikatory w bazie Protein
Data Bank podano w tabeli 1.

Val63 lle107

Tabela 1. Struktury RNazy A i jej zmutowanych form opisanych w pracy H1.

WT  V47A V54A V57A 181A 1106A V108A

PDB ID 3DH5 3DH6 3DI7 3DI8 3DI9 3DIB  3DIC
Rozdzielezoé¢ (A) 151 152 148 150 180 140 152
p,, (MPa) 500 87 190 160 161 40 56

AAGr (kImol) - 1079 11.93 1250 1590 1757 18.29

Przeprowadzona szczegétowa analiza réznic w strukturach zmutowanych form badanego
enzymu ujawnita, ze subtelne zmiany dotycza catej czasteczki RNazy A, jednak do
najwyrazniejszych zmian dochodzi w obrgbie gtownej wneki hydrofobowej (Rys. 2). Jej
objetos¢ w formie natywnej RNazy A wynosi 30.8 A3 i jest ponad trzykrotnie mniejsza od
objetoéci wyznaczonej dla formy 1108A osiagajacej wartos¢ 104.3 A3, Ponadto, porownatam
rébwniez inne parametry strukturalne, w tym liczb¢ wigzan wodorowych, objgtos¢ i
powierzchnie czasteczki, catkowita powierzchni¢ dostepng dla rozpuszczalnika, catkowitg
powietrznie hydrofobowa oraz liczbe kontaktow w odlegtosci mniejszej niz 6 A% w celu
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Rys. 2. Zmiany w objetosci gtownej wneki hydrofobowej w wyznaczonych strukturach: forma natywna (A), V47A (B), V54A (C), V57A (D), I81A (E),
[106A (F), and V108A (G).

analizy zmian w upakowaniu czasteczek. W oparciu o uzyskane dane wykazatam, ze
stabilnos¢ cisnieniowa i temperaturowa zmutowanych form RNazy A w_wigkszosci
przypadkow skorelowana byta ze zmiang konformacji badanego biatka oraz wielkoscig
obszaru w obrebie glownej wneki hydrofobowej. Wyniki zamieszczone w publikacji H1
stanowily doskonala podstawe do podjecia dalszych prac badawczych z zastosowaniem
drugiego czynnika zanurzajacego konformacj¢ jakim bylo cisnienie. Tym samym opisane
eksperymenty dla RNazy A wykonane przez mnie w warunkach standardowych pozwolily na
wybranie odpowiedniego uktadu do doswiadczen z wykorzystaniem nowatorskiego podejécia
w badaniach rentgenograficznych makromolekut tj. krystalografii w warunkach wysokiego
ci$nienia, ktore zostang opisane na dalszych stronach autoreferatu.

Drugim biatkiem badanym w aspekcie
wpltywu mutacji na konformacje¢ makro-
czasteczek byla onkonaza (z Rana pipiens),
nazywana rowniez biatkiem P-30, nalezgca do
rodziny rybonukleaz i wykazujaca wtasciwosci
przeciwnowotworowe [23]. Czasteczka
onkonazy stabilizowana jest przez cztery mostki
dwusiarczkowe: Cys19-Cys68, Cys30-Cys75,
Cys48-Cys90 oraz Cys87-Cys104. W przypadku
tego matego biatka 0 tfancuchu aminokwasowym
zbudowanym ze 104 reszt (Rys. 3), mutacji

Cys30-Cys75

Cys87-Cys104

Zatgcznik 3

poddano jeden z mostkow, a doktadniej mostek
Cys30-Cys75. Bialko z usuni¢tym mostkiem

Rys. 3. Czasteczka onkonazy z zaznaczonymi mostkami
dwusiarczkowymi i miejscem mutacji.
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dwusiarczkowym w podanej pozycji (C30A/C75A) nasladuje stan posredni zidentyfikowany
w $ciezce faldowania onkonazy [24]. Co wigcej, usunigcie mostka Cys30-Cys75
doprowadzito do obnizenia stabilno$ci termicznej onkonazy. Podobnie jak w pracy dotyczacej
rybonukleazy A wyznaczenie struktury zmutowanej formy onkonazy C30A/C75A miato na
celu wyjasnienie na poziomie strukturalnym zmian wywolanych przez wprowadzong
modyfikacje.

Otrzymane krysztaty onkonazy C30A/C75A, dla ktorych pomiar wykonano
Z wykorzystaniem dyfraktometru monokrystalicznego Wydzialowej Pracowni Rentgenografii
WCh UJ, pozwolily na rozwigzanie i udoktadnienie struktury z rozdzielczo$cig atomowa
1.12 A (PDB ID 3U01) opisanej w publikacji
H5. Utrata jednego mostka dwusiarczkowego
okazata sie nie mie¢ wplywu na zachowanie
ogolnej  konformacji  biatka, dla ktorej
odchylenia standardowe $rednich pozycji
atomOw w porOéwnaniu ze strukturg natywna
wynosito 0.31 A (dla atoméw lancucha
gléwnego).

Najwicksze zmiany zaobserwowano w
rejonie petli Val70-Tyr77, dla ktorej fragmentu
Arg73-Phe77 w strukturze krystalicznej
zidentyfikowano alternatywna konformacje

: przedstawiong na rysunku 4. Dodatkowe
Rys. 4. Alternatywna konformacja fragmentu Arg73-Tyr77 petli infonnacje przynioslo por(’)wnanie struktur

w~ Pro74B

Val70-Tyr77 w czasteczce onkonazy C30A/C75A (kolor niebieski- d . y e . dlectosci
konformacja A, kolor rézowy- konformacja B) . metoda macierzy roznic odIegioscl

(ang. difference distance matrix). Analiza
takiej macierzy wykonanej dla struktury natywnej formy onkonazy i badanej formy
zmutowanej  wujawnila zmiany w _ konformacji  biatka _pozbawionego  wigzania
dwusiarczkowego, ktére mogg mieé znaczenie dla oddziatywania onkonazy z innymi biatkami.
Subtelnej rearanzacji fragmentdw czasteczki zmutowanej onkonazy towarzyszyl wzrost
zardbwno objetosci czasteczki o okoto 4.2% (z 2114 A3 do 2204 A%) jak i powierzchni
dostgpnej dla rozpuszczalnika 0 ponad 5% (z 5923 A? do 6215 A?) w poréwnaniu z
warto$ciami wyznaczonymi dla formy natywnej. Swiadczy to o warto$ciowej obserwacji,
dotyczacej badanego ukladu. Mianowicie, pomimo zachowania ogdlnej budowy
przestrzennej, brak mostka dwusiarczkowego w_pozycji Cys30-Cys75 doprowadzit do
uzyskania konformacji 0 mniejszym upakowaniu. Luzniejsza forma lancucha
polipeptydowego jest pierwszym etapem obserwowanym w procesie denaturacji biatka, ktory
pomaga zrozumie¢ zjawisko przeciwne jakim jest faldowanie. Na tej podstawie oraz w
oparciu o wyniki badah w roztworze, uzyskana przeze mnie struktura onkonazy C30A/C75A,
reprezentujaca odmienng od natywnej konformacje, stanowi przyktad zastosowania badan
krystalograficznych jako narzedzia wspomagajgcego wysitki majgce na celu wyjasnienie
procesow nabywania i utrzymywania przez biatko okreslonej konformacji.

Badania strukturalne B-laktoglobuliny jako ukliadu modelowego w eksperymentach
krystalograficznych prowadzonych w warunkach wysokiego cisnienia

Stanowigca sktadnik serwatki wotowa B-laktoglobulina (BLG) jest globularnym biatkiem
z charakterystycznym ksztaltem miejsca wigzgcego tworzonego przez [P-barytke [25].
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Sugeruje si¢, ze biologiczng funkcjg P-laktoglobuliny jest transport Ze wzgledu na prosta
izolacje 1 trwatos¢ BLG wykorzystywana jest w badaniach biologicznych, biochemicznych i
biofizycznych jako biatko modelowe w pionierskich eksperymentach. W ramach
przeprowadzonych eksperymentéw krystalizacyjnych w obecnosci ligandéw udato sie
otrzyma¢  struktury BLG z  naturalnie
wystepujacymi w mleku nasyconymi kwasami
thuszczowymi: kwasem kaprylowym (kwas
oktanowy, C8:0) oraz kwasem kaprynowym
(kwas dekanowy, C10:0) o idenfyfikatorach
PDB ID odpowiednio 3NQ9 i 3NQ3 [H3].
Uzyskano struktury krystaliczne z
rozdzielczoscig 1.9 A, ktore pozwolily na analize
sposobu___przylgczenia liganda w  miejscu
wigzgcym. Wbrew literaturowym doniesieniom o
obecnosci _ kilku miejsc  wigzgcych  BLG,
wszystkie badane ligandy zwigzaly sie z biatkiem
wypetniajgc _wneke wigzgcqg W_stosunku 1:1.
Czesci karboksylowe kwasow zidentyfikowane
zostaty przy powierzchni miejsca wigzacego,
natomiast lancuchy alifatyczny w jej wngtrzu
(Rys. 5). C8:0 jak i C10:0 zwigzaty si¢ z BLG
duzo stabiej (pozorne stale asocjacji wyniosty Rys. 5. Polozenie Igfgdggvogifvlvnej unece \gfxéaé% (Ig;lor
odpowiednio 10.8+1.7-103 M1 oraz pomaranczowy- BL5LE:, kolor ziglony- BES- TR
6.0£0.5-10° MY) w poréwnaniu z podawanymi w literaturze stalymi dla dtuzszych kwasow
thuszczowych (dla kwasu palmitynowego 2.27-10" MY) [26]. Przylgczenie liganda nie
wplyneto na zmiany w ogdlnej konformacji biatka, réznice w badanych strukturach gldownie
dotyczyly polozenia samego liganda wewngtrz miejsca wigzqcego (Rys. 5). Ponadto, w
otrzymanych strukturach ligandy zidentyfikowane w miejscu wigzacym udokladniono z
niepelnym obsadzeniem, 0.6 dla C8:0 i1 0.7 dla C10:0 co pozostawato w korelacji z
Wyznaczonymi statymi asocjacji.

Dalsza strukturalna charakterystyka wplywu
przytaczonego liganda na konformacje czasteczki
pB-laktoglobuliny dotyczyla kompleksow
otrzymanych z nasyconymi kwasami
thuszczowymi o dluzszych tancuchach: kwasem
laurynowym  (dodekanowy, C12:0), kwasem
mirystynowym (tetradekanowy, C14:0), kwasem
palmitynowym (heksadekanowy, C16:0) oraz
kwasem stearynowym (oktadekanowy, C18:0)
(H4). Otrzymane struktury zdeponowane zostaly
L % w bazie Protein Data Bank o identyfikatorach
' )\ PDB ID odpowiednio: 3UEU, 3UEV, 3UEW,
3UEX (Rys. 6). W wyniku przeprowadzonych

' - badan  otrzymano  struktury  krystaliczne
Rys. 6. PoloZenie liganda w gtownej wnece wigzacej (niebieski- powyzszych uktadow z rozdzielczoscia 2.1 A

BLG-C12:0;, - BLG-C14.0, zotty- BLG-C16:0 i zielony- _ - -
camony BLCCIAD, ity izelony-  (BLG-C12), 1.9 A (BLG-C14), 2.0 A (BLG-C16)
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oraz 2.1 A (BLG-C18). Poréwnanie otrzymanych struktur ujawnilo, ze pozycja grupy
karboksylowej Scisle zalezy od diugosci tancucha alifatycznego. Podobnie jak w opisanych
powyzej strukturach BLG z C8:0 1 C10:0, cz¢$¢ karboksylowa ligandéw ulokowata si¢ u
wejscia do wneki hydrofobowej, a tancuchy alifatyczne w jej wnetrzu. Szczegdlowa analiza
danych strukturalnych wykazata, ze sposob w jaki ligand jest wigzany przez BLG
uwarunkowany jest przez dtugosci tancucha alifatycznego nasyconego kwasu. W przypadku
kwasow tluszczowych o tancuchu alifatycznym zbudowanym z co najmniej 10 atomow wegla
dominuja interakcje hydrofobowe nad interakcjami polarnymi, a ligandy przyjmuja pozycje
gleboko osadzong we wnece wigzacej. Odwrotng sytuacje obserwuje si¢ dla krotszych
kwasow tluszczowych. W zalezno$ci od dlugosci tancucha aminokwasowego zmienial si¢
rowniez wspotczynnik obsadzenia ligandow, Ktory wynosit 1 dla struktur BLG z C16:0 i
C18:0, natomiast 0.7 dla C16:0 i 0.75 dla C14:0. Obserwacje te mozna skorelowaé z
wyznaczonymi warto$ciami statych asocjacji. Dla uktadu BLG-C16:0
(Ka=20.434+4.38-10° M!) uzyskano znaczaco wyzszg warto$¢ od statych wyznaczonych dla
BLG-C14:0 (Ka=7.78+1.60-10° M) czy BLG-C12:0 (Ka=1.72+0.15-10° M™1).

W  rezultacie licznych  eksperymentow
krystalograficznych identyfikujacych  naj- 5
korzystniejsze warunki krystalizacji Tyt ¢
B-laktoglobuliny z  szeregiem  ligandoéw - 1—\41? “ L‘
przedstawionych w pracach [H3-H4] dokonano T ﬁ@\ g ,;f
wyboru uktadow  Dbiatko-ligand (Rys. 7) dodekan-D12  \u2 z t p
optymalnych  do  przeprowadzenia  badan \.s\}%ﬂ
wysokoci$nieniowych. Ze wzgledu na Scisle B2 g
okreslone rozmiary komory wysokocisnieniowe;j
uzyskanie odpowiedniej jakosci 1 wielkosci "Q&' 7 \’
krysztatow jest bowiem niezwykle istotnym .
etapem. Nie bez znaczenia byt rowniez fakt, iz w i ) 4
; ; C14H50 OF Y ¥
zadanych warunkach krystalizacyjnych BLG i Q w A
’ kwas mirystynowy- MYR N #
formowato w sposéb powtarzalny krysztaly o Lm A

symetrii uktadu trygonalnego (P3221). Wysoka
symetria krysztatlow jest pozadana ze wzgledu na  Rys. 7. Ukiady BLG-ligand wybrane do badar krystalograficznych
ograniczenia wynikajagce z budowy komory, W warunkach wysokiego cisnieni.

ktdre zostang opisane ponizej.

Strukturalne badania biatek w warunkach wysokiego cisnienia

Ze wzgledu na pionierski charakter badan dotyczacych wyznaczania struktury bialek,
ktorych krysztalty poddawane sa dziataniu wysokiego ci$nienia w poczatkowej fazie prac
skoncentrowalam si¢ na opanowaniu techniki wykonywania takich pomiaréw oraz
przygotowaniu procedur w oparciu o wyniki wstepnych eksperymentow. Swoje
doswiadczenie w tej materii wraz z przegladem doniesien naukowych dotyczacych
krystalografii bialek w wysokim cis$nieniu przedstawitam w publikacji przegladowej [H2].
W opracowaniu  tym znalazly si¢ réwniez pierwsze wyniki eksperymentow
przeprowadzonych dla rybonukleazy A. Zakonczony sukcesem eksperyment pomiaru
dyfrakcji krysztalu makroczasteczki umieszczonego wewnatrz komory wysokoci§nieniowej
wymaga pokonania szeregu etapow, ktore niosg ze sobg roznorodne trudnosci. Stosowana w
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pomiarach komora typu Merrill-Bassett pozwala na promieniowanie X
wygenerowanie wysokiego ci$nienia we wngtrzu nacisk W
metalowej uszczelki, ktorg umieszcza si¢ pomigdzy ‘ ’

dwoma kowadetkami diamentowymi (Rys. 8). r ]
Skrecanie  trzech  $rub  wywoluje  nacisk — kowfde*ko TR
powierzchni diamentéw na medium hydrostatyczne Fbin
wypelniajace metalowa uszczelke | wygenerowanie A T~ metalowa uszczelka
ciSnienia w przestrzeni wypeklionej przez to I

medium, a tym samym w probkach umieszczonych r J
wewnatrz  komory.  Istotnym  etapem w 4 4
opisywanych  pomiarach  jest  wyznaczenie nacisk nacisk

ci$nienia panujacego w komorze. Do tego celu Rys. 8. Schemat budowy diamentowej komory

zastosowatam pomiar przesuni¢cia linii widmowej wysokocisnieniowe].

fluorescencji rubinu, opracowany i opisany przez Piermarini’ego [27]. Kolejnymi etapami
wymagajacymi zastosowania odmiennego podejscia w porownaniu do standardowych
pomiarow dyfrakcji jest immobilizacja krysztalu wewnatrz komory, w otworze o S$rednicy
0.3-0.4 mm 1 wycentrowanie krysztalu w komorze zamontowanej na goniostacie. Rejestracja
danych pomiarowych oraz ich przetworzenie to ostatnie etapy eksperymentu, ktore takze
wymagaja zastosowania dodatkowych ograniczen (kat otwarcia komory wynosi +/- 30°) i
specjalnych procedur obrobki danych (dodatkowe silne refleksy, cien od krawedzi komory).
Szczegodlnie cennymi wskazowkami we wspomnianych pracach byly doswiadczenia
naukowcow z grupy prof. dr hab. Andrzeja Katrusiaka z Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, ktorzy w ramach wspotpracy brali udzial w poczatkowych
eksperymentach. Wymienione modyfikacje pomiaréw standardowych pozwalajgce na
wykonanie pomiarow w warunkach wysokiego cisnienia zostaly przez mnie Wprowadzone w
trakcie wykonywania licznych wstepnych eksperymentow, ktore zakornczone powodzeniem
pozwolity na zastosowanie metody HPPX w kolejnych pracach badawczych.

Jak juz wspomniano, pierwszymi krysztalami biatka poddanymi dzialaniu wysokiego
ci$nienia, dla ktorych przeprowadzitam pomiary dyfrakcji rentgenowskiej byta
rybonukleaza A [H6]. Poszukujac zwigzku konformacji ze stabilno$cig biatka do badan
wybratam forme¢ natywna enzymu (najstabilniejsza) i jego wariant charakteryzujacy sie

‘ najnizsza stabilnoscig cisnieniowag (1106A). Krysztalty RNazy A
oraz jej formy I106A otrzymatam w warunkach -ci$nienia
atmosferycznego (0.1 MPa), umie$citam w komorze i poddatam
dziataniu wysokiego ci$nienia. Po kompresji krysztaty RNazy A
zachowaly swojg symetri¢ opisang przez grup¢ przestrzenng
P3,21. Wyznaczono strukture RNaza A pod ci$nieniem 670 MPa
(PDB ID 3I7W) oraz formy I106A pod cisnieniem 480 MPa
(PDB ID 317Y), obydwie z rozdzielczoscia 2.35 A. Dane
strukturalne pozwolity na wyznaczenie $cisliwosci krysztatow

Rys. 9. Czqstelcz_ka RNazy A“z '
zaznaczonym miejscem mutaciw  RNazy A, otrzymano warto$¢ k¥=0.039 GPa! dla formy natywnej

formie 1106A oraz k=0.036 GPal dla formy I106A. Uzyskane struktury

pozwolily szczegétowa na analiz¢ parametréw strukturalnych takich jak liczba wigzan
wodorowych, objeto$¢ zajmowana przez roézne rodzaje struktury drugorzedowej,
powierzchnia czasteczki, powierzchnia dostepna/niedostepna dla rozpuszczalnika czy
upakowanie wyrazone jako liczba kontaktéw L (<4 A) podzielona przez objetosé V.

14



Katarzyna Kurpiewska Zalqcznik 3

W strukturze natywnej formy RNazy A podwyzszone ci$nienic wplyneto na zmniejszenie
objetosci o 1.1%, powierzchni, powierzchni dostepnej dla rozpuszczalnika, powierzchni
niedostgpnej dla  rozpuszczalnika

czasteczki o odpowiednio 5.1%, 6.7% e el
oraz 5.1%. Globalne zmiany w
konformacji _biatka okazaly sie by¢
szczegolnie wazne w _odniesieniu _do
kieszeni __hydrofobowej RNazy A.
Na skutek dziatania wysokiego ci$nienia
doszto do zmian w jej ksztalcie i
objetosci  (Rys. 10). W natywnej
strukturze RNazy A z objetoéci 30.8 A3
zmniejszyla sie do 20.1 A3, natomiast w
strukturze 1106A z 81.8 A3 do 70.6 AS,
Przeprowadzone badania potwierdzity
potencjat krystalografii wysoko-
cisnieniowej _ bialek  jako  metody
umozliwiajgcej analize konformacji w 106A RNaza A (warunki standardowe) -
czgsteczce biatka. Ruchy tancuchow e
bocznych i rearanzacje calej czasteczki
zZwiazane s3 z elastycznoscia
biomakromolekul, czgsto niezbednej do ich prawidtowego funkcjonowania. Dodatkowo
badania $cisliwosci biatek i makroczasteczek pozwalaja na zrozumienie mechanicznych
aspektow ich aktywnosci biologicznej 1 wnoszg interesujacy wkiad w tworzenie rozwigzan z
zakresu przetacznikéw molekularnych.

Phe120

Rys. 10. Zmiany w konformacji RNazy A pod wptywem wysokiego cinienia w
przebiegu giéwnego taricucha aminokwasowego i obrebie wneki hydrofobowe;.

Uzyskanie wartosciowych wynikdéw eksperymentow wysokoci$nieniowych dla RNazy A
[H6] zaowocowato kontynuacja tego kierunku badan. Biorac pod uwage szereg specyficznych
uwarunkowan krystalografii w warunkach wysokiego ci$nienia oOraz wykorzystujac
informacje uzyskane w ramach prac H3 i H4 do kolejnych eksperymentéw wybrano wotowsa
B-laktoglobuling, bialko o odmiennej od RNazy A budowie przestrzennej 1 funkcji
biologicznej. Cisnieniu rzedu 430 MPa poddatam krysztaty -laktoglobuliny z przytaczonym
dodekanem [H7]. Zaréwno strukture e
referencyjng  (krysztat  BLG-D12 AL ,*Lf\;\-}/lwﬁ
umieszczony w komorze, ale bez D\Z:iw 24§

P

podwyzszonego cisnienia, PDB ID

5106) jak 1 wysokoci$nieniowg r~
] .~

strukturg BLG-D12 (PDB ID 5107) <& =~ Ao tl

wyznaczytam z rozdzielczoscig 2.65 A. R o 9

Kompresja nie wplyneta na zmiang
symetrii krysztatow bialka, ktorych .o ¢ _
symetri¢ opisuje grupa przestrzenna
P3221. W otrzymanej wysokocisnie-
niowej strukturze doszto do szeregu
zmian W porownaniu ze strukturg

i 3,0
T
[ ]

<"\,»*<.""§.<_17
28’8‘ e 2 289
Sk S SRl

¥ -~ ’\l:fv W,;, ——

f . Rys. 11. Zmiany w obrebie powierzchni oddziatywania tworzacej dimery i ich
rererencyjng wyznaczong w wzajemnym utozeniu wywotane wysokim cisnieniem (zielony- BLG forma apo,
warunkach ciénienia atmosferycznego, rozowy- referencyjna BLG-D12, niebieski- wysokocinieniowa BLG-D12).
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Do najwazniejszych nalezaty:
zmiany w obrgbie kontaktow

warunkujacych utworzenie
przez czasteczki BLG dimeru
(Rys. 11), konformacji

AP-LGB

czasteczki liganda wewnatrz
miejsca wigzgcego oraz zmiany
wielkosci  wngki  wigzacej.
633 A3 w ci$nieniu
atmosferycznym do 793 A3 w
strukturze wysokoci$nieniowe;.
Dla biatka poddanego dziataniu
ci$nienia  zostaly = rowniez
wykonane  pomiary  dyna-
micznego rozpraszania $wiatla,
mobilnosci  elektroforetycznej

Rys. 12. Zmiany w powierzchni potencjatu elektrostatycznego w czasteczkach: BLG-apo, oraz adsorpcji przy pomocy
BLG-D12 w ciénieniu atmosferycznym i BLG-D12 wyznaczonej w wysokim ci$nieniu. mi krowagi kwarcowej.

AP-LGB-D12

HP-LGB-D12

Wyznaczony promien hydrodynamiczny dla biatka poddanego kompresji zmienit si¢ z
6.6+0.8 nm na 6.8+0.7 nm, punkt izoelektryczny z 4.9 na 5.2 i masa zaadsorbowanego biatka
natywnego wyniosta 69 ng cm2 i 97 ng cm2. Obserwowane zmiany w podanych parametrach
przeanalizowalam w kontekscie zmodyfikowanej cisnieniem struktury, a zwlaszcza zmian
rozktadu potencjatu elektrostatycznego na powierzchni czasteczki (Rys. 11). Wyniki analizy
strukturalnej pozwolily na skorelowanie wysokocisnieniowej konfirmacji BLG-D12 z
procesem adsorpcji tego biatka na sensorze wykonanym ze zlota i zaproponowanie dwdch
modeli przebiegu tego procesu dla biatka natywnego i poddanego dziataniu wysokiego
cisnienia. Opublikowane w ramach pracy H7 uzyskane rezultaty po raz pierwszy umozliwity
identyfikacje i szczegdtowq dyskusje zachodzgcych na poziomie molekularnym zmian w
czgsteczce biatka wywolanych cisnieniem w _odniesieniu do oddziatywan z powierzchnig
sensora i procesu adsorpcji.

W Kkolejnej pracy prezentujacej wyniki eksperymentow HPPX skoncentrowatam si¢ na
badaniach B-laktoglobuliny w potaczeniu z ligandem wystepujacym fizjologicznie, z kwasem
mirystynowym [H8]. BLG jako biatko mleka krowiego nalezy do grupy alergenow
pokarmowych [28]. Motywacjg do podjecia opisanych ponizej eksperymentéw byla proba
wyjasnienia zwigzku wysokoci$nieniowej konformacji BLG z obserwowanym spadkiem
alergennosci po podaniu jej dziataniu wysokiego ci$nienia [29]. Dane dobrej jakosci udato si¢
otrzymac dla krysztatu BLG (w kompleksie z kwasem mirystynowym) poddanego dziataniu
ci$nienia rzedu 550 MPa. Rozdzielczos¢ struktury zdeponowanej w PDB z identyfikatorem
5LKF wynosi 2.5 A. Wykonano réwniez pomiar dla struktury referencyjnej (PDB ID 5 LKE).
Podobnie jak w poprzednich eksperymentach, pod wptywem ci$nienia nie doszto do zmiany
symetrii badanych krysztatow (P3221). Konformacj¢ B-laktoglobuliny w kompleksie z
kwasem mirystynowym (BLG-MYR) przeanalizowalam pod katem zmian w obszarach
zidentyfikowanych jako epitopy p-laktoglobuliny funkcjonalne (Rys. 13A) i konformacyjne
(Rys. 13B) [30].

16



Katarzyna Kurpiewska Zalgcznik 3

Thr157-Glu157 B

Cys66-Gines SN ) e

Leu31-Pro48 \

Lys47-Lysé0 Pro126-Glu127

Leu57-GIn59

VOI43—Lys47‘S\/§

Leu57-lle78

~

Rys. 13. Epitopy BLG: (A) funkcjonalne epitopy zidentyfikowane w oparciu o analiz¢ interakgji z przeciwciatami IgE (niebieski) i IgG (rézowy); (B)
epitopy strukturalne tworzace kontakty z atomami przeciwciata Fab-IgE (fioletowy).

Wysokie ci$nienie wptyngto na pozycje czgsci karboksylowej kwasu mirystynowego oraz na
wielkos¢ 1 ksztalt kieszeni wigzacej. W celu identyfikacji fragmentéw czasteczki
pB-laktoglobuliny wrazliwych na dziatanie wysokiego ci$nienia obliczytam macierze r6znic
odleglosci dla atoméw wegli budujacych tancuch gtoéwny. W czasteczce BLG poddanej
dziataniu wysokiego cis$nienia przesunigciu ulegly pojedyncze aminokwasy Leul, Glyl7,
Pro38, Glu44, Glul27 i Aspl30, a takze wigksze fragmenty Thr49-Pro50, Glu62-Asn63,
Asp85Lys91, Asn109-GInl14 i Leul40-Alal42.

i ( =
. . . ~
LIVIQTMKGLD IQKVAGTWYSLAMAASDI SLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGDLE I LLOQKWENGECAQKK I IAEKTK I PAVFKID
1 5 10 15 20 25 30 35 S0 S 60 65

Fi LQ%ES = EHaE

ALNENKVLVLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQS I LACQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI
86 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160

F 0o Fab

Rys. 14. Obszary najwiekszych zmian konformacyjnych (czerwone i niebieskie) wraz z zaznaczeniem epitopéw BLG.

W wyniku porownania obszarow czgsteczki, ktore ulegly przesunieciu w _strukturze
wysokocisnieniowej z pozycjq epitopow PO raz pierwszy udafo sie strukturalnie potwierdzié
wplyw _wysokiego cisnienia _na _fragmenty odpowiedzialne za aktywnos¢ alergenng
[-laktoglobuliny (Rys. 14). Uzyskane wyniki stanowig godny uwagi wktad w badania biatek
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bedacych sktadnikiem zywnosci. Alergenne biatka poddane dzialaniu wysokiego ci$nienia
moga bowiem traci¢ zdolnos¢ do wywotywania reakcji ze strony uktadu immunologicznego
bez istotnej zmiany struktury.

W ramach ostatniej publikacji nalezacej do . ) fancuch B
prezentowanego cyklu podjetam probe wykorzystania ' '
krystalografii w warunkach wysokiego ci$nienia do
zbadania konformacji wotowej insuliny [H9]. Bialko to
stanowi szczegodlnie cickawy obiekt badan ze wzgledu na
udowodniong predyspozycje do przyjmowania
nieprawidlowych konformacji i tworzenia agregatow pod
wpltywem podwyzszonego cisnienia [31,32]. Jak juz

wspomniano zjawiska agregacji i fibrylacji biatek maja faricuch A
ogromne znaczenie w procesach prowadzacych do schorzen Rys. 15. Struktura insuliny: faicuch A
spichrzeniowych i  zaburzen neurodegeneracyjnych. (21 aminokwasow) oraz taricuch B

(30 aminokwasow).

W publikacji poswieconej badaniom wpltywu wysokiego
ci$nienia na zmiany konformacji insuliny (Rys. 15) obok eksperymentoéw krystalograficznych
wykorzystano roéwniez metody komputerowe uzyskujac pehliejszy obraz odpowiedzi
czasteczki insuliny na podwyzszone cisnienie. W czesci strukturalnej wyznaczytam struktury

A . 60MPa _ B . 10MPa_ 1ns1_111ny dla krysztatow
0 foren s i | o=y . (] umieszczonych w  komorze w
ol i 1 R e ] 2 ci$nieniu atmosferycznym
B _.T Eeed | o [ . B (PDBID  6QQ7,  rozdzielczo¢
bl Tl A T 2SR ~H1ll, 1.65A) oraz poddanych dziataniu
2 - & I - o _—
o g Sl SR L e g e T, 60 MPa (PDB ID 6QQG,
" r"‘* W molecule rozdzielczo$¢ 2.15 A), cisnieniu
104% 2 10 2

B21 and B26-B28

03 omT= = 6QRH, rozdzielczos¢ 2.15 A) oraz

D chain B 200MPa (PDB ID 6QRH,
rozdzielczo$¢ 2.10 A). Krysztaty
przed i po poddaniu ich dziataniu
wysokiego ciSnienia wykazywaty
t¢ samg  symetric  (grupa
przestrzenna 12:3). Poroéwnanie
réznic w potozeniu Co pozwolito

i @ 8 . smalshiftof I -o. B |- shift of residu r | -o. ’
e 1 e o I asiasse M rownemu 100 MPa  (PDB ID

.- 1 N |
H - -
™ -
W R
L 5 | + compression of the [ o
i + molecule 0.1

10 & - « shift of residues

| smans (BT na identyfikacj¢ obszarow bialka,

T e I ktore ulegly przesunigciu
0 10 20 30 40 50 .. .
E_ . MD2oomPa . _, 1 wzgledem pozycji obserwowane]

w strukturze referencyjnej
(Rys. 16).
Rys. 16. Macierze roznic odleglosci obliczone

0 wzgledem struktury referencyjnej dla: (A) 60 MPa; (B)
100 MPa oraz (C) 200 MPa; (D) nalozenie struktur

+ expansion of the

molecule . j* comprsssionGitie referencyjnej i wyznaczonej w 200 MPa (fioletowa,
L 05 B - rozowa). Macierze roznic odlegtosci  obliczone
10 o * shift of residues o 10 -: - i |- shiftof residues B1- - : . g .
o oy Al e - ¥ B4 and B24-B27 wzgledem  struktury referencyjnej dla  modeli
L ~aEEs ask0 2 || sl ] 'n ) uzyskanych w ciénieniu (E) 200 MPa i (F) 500 MPa.
0 10 2 30 40 50 0 10 20 30 40 50
chain B chain B
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Wyrazne zmiany w wysokoci$nieniowych strukturach insuliny skorelowane z ‘kurczeniem
si¢’ czasteczki zaobserwowalam dla tancucha B i dotyczyly one aminokwasow B1-B4,
B7-B9, B12-B18 oraz B25-B29 (Rys. 16A i 16B). Cisnienic spowodowato subtelniejsze
zmiany w obrebie tancucha A, ktore gtownie dotyczyly aminokwaséw A11-Al15. Obok czesci
eksperymentalnej prezentowana praca zawiera rowniez wyniki modelowania molekularnego
insuliny w warunkach podwyzszonego cisnienia (200 MPa i 500 MPa). W modelu
obliczonym dla uktadu pod cisnieniem 200 MPa zaobserwowano zaréwno fragmenty, ktore
si¢ od siebie przysunety (pozycje A5-Al2 wzgledem A15-A20 oraz B6-B10 wzgledem
B25-B30) jak i wyrazne odsuni¢cie si¢ N-koncowego fragmentu tancucha B (B1-B4). Przy
zastosowaniu ci$nienia rzedu 500 MPa cala czasteczka ulegta kompresji, tancuchy A i B
przysunety si¢ do siebie. Rola N-koricowego fragmentu w procesie agregacji insuliny byta
postulowana w literaturze [33], a dzieki przeprowadzonym przez mnie badaniom hipoteza ta
zostata potwierdzona strukturalnie. Polgczenie obserwacji otrzymanych w wyniku badan
eksperymentalnych i teoretycznych umozliwito na uzyskanie pelniejszego obrazu zmian w
konformacji insuliny wywotanych wysokim cisnieniem.

Podsumowanie:

Prowadzone przeze mnie badania strukturalne i ich wyniki opisane w cyklu
publikacyjnym H1-H9 pozwolily na strukturalng charakterystyke zmian w konformacji
wybranych biatek wywotanych czynnikiem wewnetrznym (mutacjg) i/lub czynnikiem
zewngetrznym (ci$nieniem).

Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan:

1. Scharakteryzowano strukturalnie szereg zmutowanych form wotowej rybonukleazy A
(RNazy A) w tym V47A, V54A, V57A, 181A, I1106A i V108A oraz zmutowanej formy
onkonazy (Rana pipiens) z usunigtym mostkiem dwusiarczkowego w pozycji
C30A/C75A. Wykonane eksperymenty pozwolily na zidentyfikowanie fragmentow
czasteczek bialka zaburzanych na skutek wprowadzonych zmian w sekwencji
aminokwasowej. Wykazano réwniez kluczowe znaczenie wielko$ci kieszeni
hydrofobowej w zachowaniu stabilno$ci czasteczki RNazy A [H1]. Natomiast uzyskane z
rozdzielczoscig atomowa dane krystalograficzne dla zmutowanej onkonazy wykazaty, ze
brak waznego kowalencyjnego wigzania usztywniajgcego strukture czasteczki onkonazy
nie wptynal znaczaco na zaburzenie konformacji badanego biatka [H5].

2. Opracowano protokoty i wykonano szereg eksperymentow dla krysztatéw modelowych
bialek majacych na celu opracowanie metodyki prowadzenia pomiaréw dyfrakcji
rentgenowskiej z wykorzystaniem dyfraktometru monokrystalicznego dla krysztalow
makroczasteczek umieszczonych w diamentowej komorze wysokocisnieniowej. Wyniki
tych prac wraz z zestawieniem doniesien literaturowych dotyczacych krystalografii biatek
w wysokim cisnieniu opisano w publikacji przegladowej [H2]. Dla zmutowanej formy
RNazy A (I106A) charakteryzujacej si¢ znacznie obnizong stabilnosciag w poréwnaniu do
formy natywnej enzymu wykonano badania strukturalne w warunkach wysokiego
ci$nienia, ktére pozwolity na okreslenie fragmentow czasteczki szczeg6élnie wrazliwych
na dzialanie ci$nienia [H6].

3. W oparciu o wyniki wstgpnych eksperymentow zidentyfikowano uklady
B-laktoglobulina/ligand zapewniajagce optymalne warunki wykonania pomiarow
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wysokocisnieniowych [H3-H4]. Wykazano, ze wysokie ci$nienie znaczaco wplywa na
przebieg procesu adsorpcji BLG w kompleksie z dodekanem. Po raz pierwszy
wyjasniono zaobserwowane zmiany W adsorpcji (dla biatka natywnego i poddanego
dziataniu cis$nienia) poprzez analiz¢ modyfikacji ci$nieniowej czasteczki biatka na
poziomie molekularnym [H7]. W wyniku unikalnych badan wysokoci$nieniowych
zidentyfikowano wplyw wysokiego ci$nienia na konformacj¢ epitopéw obecnych w
czgsteczce BLG. Wykazano Scisty zwigzek zmian alergennosci [-laktoglobuliny
poddawanej dziataniu wysokiego cisnienia z modyfikacja czasteczki biatka
zaobserwowang w strukturze krystalicznej wyznaczonej w warunkach podwyzszonego
ci$nienia [H8].

4. Przeprowadzono analiz¢ konformacji wolowej insuliny obserwowang w warunkach
wysokiego ci$nienia w aspekcie badania nieprawidtowych konformacji biatka
prowadzacych do niekorzystnych procesow agregacji. W badaniach strukturalnych i
symulacjach komputerowych ujawniono rejony czasteczki insuliny predysponowane do
inicjowania agregacji [H9].
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[32] Dirix C, Meersman F, Smeller L, Heremans K. Unfolding and fibrillogenesis of insulin: Temperature, pressure and chemistry. High
Press Res 2002;22:733-6. https://doi.org/10.1080/08957950212452.

[33] Jiménez JL, Nettleton EJ, Bouchard M, Robinson C V, Dobson CM, Saibil HR. The protofilament structure of insulin amyloid fibrils.
Proc Natl Acad Sci U S A 2002;99:9196-201. https://doi.org/10.1073/pnas.142459399.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo
artystyczna realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub
instytucji kultury, w szczegoélnosci zagraniczne;.

Od lutego 2017 pracuj¢ na stanowisku adiunkta (1/2 etatu) w Zespole Biokatalizy
Teoretycznej i Eksperymentalnej Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera Polskiej Akademii Nauk. Zespot badawczy kierowany jest przez Prof. dr hab.
Tomasza Borowskiego i realizuje obecnie grant SONATA-BIS pod tytutem “Oksygenazy
zalezne od 2-oksoglutaranu w biosyntezie alkaloidow o aktywnosci farmakologicznej - struktury,
mechanizmy reakcji i racjonalne przeprojektowywanie enzymow ™ finansowany przez Narodowe
Centrum Nauki. Wspomniany projekt obejmuje migdzy innymi badania strukturalne enzymow
nalezacych do rodziny oksygenaz zaleznych od 2-oksoglutaranu. Zgodnie z moim
kwalifikacjami dolaczylam do zespolu jako osoba odpowiedzialna za t¢ cze$¢ projektu.
W ramach swoich obowigzkéw przeprowadzam eksperymenty krystalizacyjne, pomiary
dyfrakcji dla monokrysztalow biatek (zarowno z wykorzystaniem dyfraktometru jak 1 Zrodet
synchrotronowych) oraz dalszych etapow prowadzacych do wyznaczenia struktur badanych
enzymow z odpowiednimi substratami/produktami katalizowanych reakcji. Bior¢ rowniez udziat
w  charakteryzowaniu badanych ukladow z zastosowaniem roznorodnych —metod
fizykochemicznych majgcych na celu wyznaczenie parametréw opisujacych badane procesy
biokatalityczne, w tym z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej, termoforezy mikroskalowej,
roznicowej kalorymetrii skaningowej oraz dynamicznego rozpraszania $wiatta. Cze$¢
eksperymentow wykonuje w BIOCEV, Biotechnology and Biomedicine Centre of the Academy
of Sciences and Charles University, Vestec (Czechy) w ramach nawigzanej przez mnie
wspotpracy z naukowcami z tego nowoczesnego osrodka badawczego. W wyniku zainicjowanej
przez mnie wspotpracy z Matopolskim Centrum Biotechnologii etap krystalizacji- kluczowy w
przypadku poszukiwania warunkow krystalizacji dla nowo badanych biatek- realizowany jest
takze z zastosowaniem robotow krystalizacyjnych. W rezultacie prowadzonych w zespole badan
jestem wspotautorem publikacji P28 prezentujacej struktury 6-O-demetylazy tebainy (z Papaver
somniferum) oraz kilku prezentacji konferencyjnych. Kolejna publikacja zawierajaca wyniki
najnowszych osiagnie¢ dotyczacych 6-B-hydroksylaze hioscyjaminy (z Datura mentel) zostata
przygotowana i wystana do czasopisma Journal of Molecular Biology (w trakcie recenzji). Prace
badawcze realizowane w ramach projektu grantowego stanowig rowniez tre$¢ przygotowywanej
rozprawy doktorskiej Pani Ewy Kot, dla ktorej pelie rol¢ promotora pomocniczego.
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Jako pracownik IKiFP wykazuje si¢ rowniez aktywnoscig organizacyjng prowadzitam szkolenia
z wykorzystania narzedzi utatwiajacych zarzadzanie literaturg naukowa (Mandeley), biore udziat
w festiwalach nauki i dniach otwartych instytutu.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

Prowadzitam/prowadz¢ nast¢pujace zajecia realizowane na Wydziale Chemii UJ:
WYKLADY

1. Farmakoproteomika— zajecia autorskie, zaprojektowane i koordynowane przez
habilitantke, prowadzone w roku akademickim 2018/2019 (WCh UJ, kierunek Chemia
Medyczna, studia Il stopnia); prowadzenie 7.5 h/rok

2. Biomedyczne zastosowania enzymdOw— zajecia autorskie, zaprojektowane i
koordynowane przez habilitantke, prowadzone w roku akademickim 2018/2019
(WCh UJ, kierunek Chemia Medyczna, studia Il stopnia); prowadzenie 15 h/rok

KONWERSATORIA/SEMINARIA

1. Podstawy chemii biologicznej (nazwa kursu w 2009/2010 Podstawy chemii
bionieorganicznej i strukturalnej) - zajecia autorskie, w czeSci zaprojektowane i
koordynowane przez habilitantke, prowadzone od roku akademickiego 2009/2010
(WCh UJ, kierunek Chemia, studia | stopnia)

2. Farmakoproteomika - zajecia autorskie, w czeSci zaprojektowane przez habilitantke,
prowadzone w latach od roku akademickiego 2018/2019 (WCh UJ, kierunek Chemia,
studia Il stopnia)

3. Krystalografia - prowadzone od roku akademickiego 2008/2009 (WCh UJ, kierunek
Chemia, studia | stopnia)

4. Krystalochemia biatek - prowadzone od roku akademickiego 2008/2009 (WCh UJ,
kierunek Chemia, studia | stopnia)

5. Seminarium specjalizacyjne z chemii biologicznej- prowadzone od roku akademickiego
2009/2010 (WCh UJ, kierunek Chemia, studia Il stopnia)

LABORATORIA/PRACOWNIE

1. Warsztaty - struktura i funkcja biomaterialéw — zajecia w cze$ci zaprojektowane przez
habilitantke, prowadzone od roku akademickiego 2008/2009 (WCh UJ, kierunek
Zaawansowane Materialy i Nanotechnologia, studia Il stopnia)

2. Chemia biologiczna — zajecia autorskie, w czesSci zaprojektowane i koordynowane
przez habilitantke, prowadzone w latach od 2010/2011 (WCh UJ, kierunek Chemia,
studia | stopnia)

3. Chemia analityczna - prowadzone od roku akademickiego 2011/2012 do 2017/2018
(WCh UJ, kierunek Chemia, studia Il stopnia)
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4. Chemia analityczna z elementami bioanalizy — prowadzone od roku akademickiego
2016/2017 (WCh UJ, kierunek Chemia, studia Il stopnia)

5. Forensic chemistry- prowadzone od roku akademickiego 2015/2016 do 2018/2019
(WCh UJ, kierunek Advanced spectroscopy, studia Il stopnia)

6. Chemia ogolna i nieorganiczna dla I roku biochemii — w czes$ci zaprojektowane przez
habilitantke, prowadzone od roku akademickiego 2012/2013 (WCh UJ, kierunek
Biochemia, studia Il stopnia)

7. Pracownia specjalizacyjna panelu Chemia biologiczna- prowadzone od roku
akademickiego 2010/2011 (WCh UJ, kierunek Chemia Medyczna, studia Il stopnia)

8. Podstawy chemii medycznej — zajecia autorskie, w czeSci zaprojektowane i
koordynowane przez habilitantke, prowadzone od roku akademickiego 2017/2018
(WCh UJ, kierunek Chemia Medyczna, studia | stopnia)

9. Rentgenografia strukturalna makroczasteczek — zajecia autorskie, w czeSci
zaprojektowane przez habilitantke, prowadzone od roku akademickiego 2017/2018
(WCh UJ, kierunek Chemia Medyczna, studia | stopnia)

Podczas swojej pracy naukowej bylam/jestem opiekunem lub promotorem/promotorem
pomocniczym szeregu prac dyplomowych:

Aktualnie realizowane PRACE DOKTORSKIE (w charakterze promotora pomocniczeqo)

1. Ewa Kot, Dioksygenazy zalezne od a-ketoglutaranu zaangazowane w szlak
biosyntezy  alkaloidow  benzyloizochinolinowych - badania podstawowe ”,
IKiFP PAN, promotor: prof. dr hab. Tomasz Borowski 2014- obecnie.

Aktualnie realizowane PRACE DOKTORSKIE (w charakterze czlonka Thesis Advisory
Committee)

1. Zuzanna Pakosz, “Characterization of the unusual Apicoplast gyrase”, MCB UJ,
promotor: prof. Jonathan Heddle 2018- obecnie.

PRACE MAGISTERSKIE w charakterze promotora

1. Aleksandra Krzeczkowska, “Badania krystalograficzne biatek w warunkach
wysokiego cisnienia”, 2019.

2. Martyna Jucha, “Cisnieniowa stabilnos¢ taumatyny w badaniach strukturalnych”,
2018.

3. Anna Michonska, ,,Badania krystalograficzne biatek w warunkach wysokiego
cisnienia” 2017.

4. Patrycja Hatajko, “Badania strukturalne oddziatywania biatek z metalami i
kompleksami metali”, 2016.

5. Arkadiusz Szura, “Analiza strukturalna potencjalnych miejsc wigzania kompleksow
rutenu w wybranych biatkach”, 2016.

6. Agata Bolanowska, “Wplyw wysokiego cisnienia na konformacje czgsteczki
rybonukleazy 4, 2015.
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7. Beata Mrugala, ” Oddzialywanie kompleksow rutenu z czgsteczkami biologicznymi”,
2015.

8. Krystian Niemiec, “Badanie aktywnosci  przeciwnowotworowej  tiosemi-
karbazonowych pochodnych kompleksow rutenu”, 2014.

9. Katarzyna Nazimek, ,,Badanie oddzialywania acetylocholinesterazy z organizmu
Electrophorus electricus z wybranymi inhibitorami”, 2013.

PRACE LICENCJACKIE w charakterze promotora

1. Aleksandra Krzeczkowska, “Optimization of crystallization conditions for bovine
pancreatic trypsin”, 2017.

2. Zuzanna Drozd, "Krystalizacja onkonazy z kompleksem rutenu”, 2015.

3. Patrycja Hatajko, “Optymalizacja warunkow krystalizacji wotowej laktoferyny”,
2014.

4. Katarzyna Rudnik, "Krystalizacja inhibitoréw acetylocholinesterazy”, 2014,

5. Weronika Bednarczyk, “Najnowsze osiagnigcia w  dziedzinie  inhibicji
acetylocholinesteraz w aspekcie leczenia choroby Alzheimera”, 2013.

6. Agata Bolanowska, “Wysokocisnieniowe, strukturalne badania substancji
farmakologicznych”, 2013.

PRACE MAGISTERSKIE w charakterze opiekuna naukowego

1. Joanna Loch, "Wplyw mutacji na stabilnos¢ struktury biatek z rodziny rybonukleaz”,
promotor: prof. dr hab. K. Lewinski, 2007.

2. Magdalena Pietrasiak, “Badanie strukturalne bialek w warunkach wysokiego
cisnienia”, promotor: prof. dr hab. K. Lewinski, 2008.

3. Artur Biela, "Badania strukturalne nad cisnieniowq stabilnoscig p-laktoglobuliny”,
promotor: prof. dr hab. K. Lewinski, 2009.

4. Anna Zapal, “Badania wysokocisnieniowej struktury insuliny”, promotor:
prof. dr hab. K. Lewinski, 2011.

5. Klaudia Garbacz, ”"Wysokocisnieniowe badania struktury p-laktoglobuliny”,
promotor: prof. dr hab. K. Lewinski, 2012.

PRACE LICENCJACKIE w charakterze opiekuna naukowego

1. Wioleta Moskwa, "Optymalizacja warunkow krystalizacji onkonazy z Rana pipiens"
2011.

2. Iwona Lesniak "Badania wysokocisnieniowe biatek w krysztatach" 2011.

3. Agnieszka Rojewska, "Krystalizacja onkonazy z Rana pipiens z wybranymi
sktadnikami btony komorkowej" 2012.

OPIEKA NAD PROJEKTAMI STUDENTOW SMP i PRAKTYKANTAMI

1. Pawel Pakulski - projekt badawczy: "Dobranie odpowiednich warunkow krystalizacji
onkonazy metodg wiszgcej kropli " 2014.
2. Natalia Szmaciarz - praktyki zawodowe 2014.
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3. Kai Mrowiec - projekt badawczy: "Optymalizacja krystalizacji wariantow
S -laktoglobuliny™ 2017-2018.

PRACA W KOMISJACH KONKURSOWYCH
1. cztonek komitetu naukowego w ramach Horyzontéw Nauki, V 2016
2. czionek komisji konkursowej, Matopolski Konkurs Chemiczny, etap rejonowy, 1 2011
3. cztonek komisji konkursowej, Matopolski Konkurs Chemiczny, etap rejonowy, | 2010

WSPOLPRACA PRZY REALIZACJI PRAC BADAWCZYCH
1. Marta Kubanska - praca magisterska 2018 (eksperymenty krystalizacyjne)
2. Klaudyna Spiewak- praca doktorska 2012-2016 (eksperymenty krystalizacyjne
transferyny, laktoferyny)
3. Ewa Wrona - praca magisterska 2015 (pomiary dyfraktometryczne zw.
organicznych)
4. Gabriela Mazur- praca doktorska 2013 (pomiary dyfraktometryczne pochodnych
kobalaminy)
Olga Mazuryk- praca doktorska 2011 (oczyszczanie biatek)
Grzegorz Majka- praca doktorska 2011 (oczyszczanie biatek)
Wojciech Schonemann- praca magisterska 2009 (krystalizacja zw. organicznych)
Mateusz Sikora- praca magisterska 2008 (badania wysokocisnieniowe)
Maria Oszajca (Mys$liwy)- praca magisterska 2008 (badania wysokocisnieniowe)
10 Arkadiusz Sikora- praca magisterska 2008 (badania wysokocisnieniowe)

© oo No O

RECENZENT PRAC LICENCJACKICH i MAGISTERSKICH

1. Przemystaw Gajda-Morszewski “Oddziatywanie polipirydylowych kompleksow
rutenu z albuming - opracowanie metodyki otrzymywania adduktow i ich
charakterystyka fizykochemiczna”, dr hab. M. Brindell, 2019.

2. Agnieszka Bodurka "Wphyw procesu zamykania laktoferyny nasyconej jonami metali
W ceramiczno-polimerowych kapsutkach na dysocjacje jonéow metali z biatka”,
dr hab. M. Brindell, 2019.

3. Kamil Kubicki,”Synteza i  badania  fizykochemiczne i  fotochemiczne
polipirydylowych kompleksow rutenu do zastosowan w terapii fotodynamicznej”,
dr hab. M. Brindell, 2018.

4. lwona Fleszar "Synteza i analiza  strukturalna kwasnej  soli
(E)-cyjano(hydroksyimino)octanu etylu z 1,6-diaminoheksanem ”, dr W. Nitek, 2016

5. Magdalena Matysiewicz “Synteza i badania strukturalne kwasniej soli
(E)-cyjano(hydroksyimino)octanu etylu z trietyloaming”, dr W. Nitek, 2016

6. Agata Machnicka, “Synteza i badania polipirydylowych kompleksow rutenu(Il) do
zastosowan w terapii fotodynamicznej tkanek niedotlenionych”, dr hab. M. Brindell,
2016.

7. Michat Jagodzinski ”Poszukiwanie inhibitorow specyficznych protez dla ubikwityny
o potencjalnych wlasciwosciach antynowotworowych”, prof. dr hab. T. Holak, 2014.
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Oprocz wypelniania obowigzkéw zwigzanych ze stanowiskiem adiunkta oraz dzialalnosci
naukowej bytam zaangazowana w dodatkowe prace zwigzanie z ksztalceniem studentow i
mtodej kadry.

Dziatalnosé dvdaktyvezna i popularyzatorska

1. 2010 - prezentacja Pracowni Dyfrakcji Rentgenowskiej na Wydziale Chemii UJ
podczas Matopolskiej Nocy Naukowcow z wykladem omawiajagcym zagadnienia
dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego i aplikacji tego zjawiska w krystalografii

2. 2011 - opieka nad studentami Naukowego Kota Chemikéw w ramach pokazow
Weekend Naukowcow (WCh UJ)

3. 2017 — przygotowanie i1 udziat w pokazach w ramach XVII Festiwalu Nauki
(IKiFP PAN)

4. 2017 — wygloszenie wykladu popularno-naukowego ,,Komunikacja kolorami i
fizykochemiczna tajemnica kameleonéw” w ramach Dnia Otwartego w IKiFP PAN

7. Inne aspekty dziatalnosci naukowej

Naqgrody uzyskane za dzialalnosé¢ naukowq

07.2019 Nagroda IKiFP PAN za najlepsza publikacj¢ o charakterze popularno-
naukowym w roku 2018 (E. Kot, K. Kurpiewska, M, Szaleniec ,,Czy mozna
ujarzmic¢ ewolucje czyli stow kilka o ukierunkowanej ewolucji” Wszech§wiat

Pismo Przyrodnicze, 119 (2018) 221-227

05.2019 Nagroda indywidualna “Women in Science”, stypendium Instruct-ERIC,
Structural Biology Conference 2019, Alcala de Henare, Madrid, Hiszpania

12.2018 Nagroda IUCr Journal Prize w konkursie na najlepszy plakat konferencyjny
K. Kurpiewska, “Lights and shadows of high pressure protein
crystallography” Diamond-CCP4 Data Collection and Structure Solution
Workshop, Diamond Light Source, Oxfordshire, UK

07.2016 Nagroda w konkursie na najlepszy plakat konferencyjny
P. Hatajko, K. Kurpiewska, “Coordinated - in the main roles: lysozyme and
ruthenium” 2016 Session of Students Research at Faculty of Chemistry
Jagiellonian University, Krakow, Polska

07.2009 Druga nagroda w konkursie na najlepszy plakat konferencyjny
J. Loch, K. Kurpiewska, K. Lewinski “Crystal structures of beta-
lactoglobulin complexes with biologically important compounds” 20th
International School on Physics and Chemistry of Condensed Matter,
Structural Investigation of Functional Material, Biatowieza, Polska
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06.2009 Dwie pierwsze nagrody w konkursie na najlepszy plakat konferencyjny
(Amara and FQS Poland Sp. z 0.0. FUJITSU)
A. Biela, K. Kurpiewska, J. Loch, K. Lewinski “High pressure studies of
beta-lactoglobulin”, The First Session of Students Research at Faculty of
Chemistry Jagiellonian University, Krakow, Polska

09.2007 Praca doktorska wyrozniona K. Kurpiewska ”Wplyw mutacji na stabilno$¢
konformacyjng RNazy A”, Wydziat Chemii UJ, Krakéw, Polska

05.2007 Pierwsza nagroda Polskiego Towarzystwa Chemicznego za prezentacj¢
J. Loch, K. Kurpiewska, K. Lewinski "The influence of mutation on
structural stability of ribonuclease family proteins”, Second Session of
Students Research at Faculty of Chemistry Jagiellonian University, Krakéw,
Polska

09.2006 Druga nagroda w konkursie na najlepszy plakat konferencyjny
K. Kurpiewska, K. Dziubek, A. Katrusiak, J. Font P., M. Rib6é M. Vilanova,
K. Lewinski "Crystallographic investigation of structural stability of RNase A
at high pressure”, 3rd Central European Conference Chemistry Towards
Biology, Krakow, Polska

09.2003 stypendium naukowe Rektora UJ, Krakow, Poland

09.2001 stypendium naukowe Rektora UJ, Krakow, Poland

Naukowa wspolpraca miedzynarodowa i krajowa

1. prof. A. Domling, Drug Design Group, Uniwersytet w Groningen, Holandia

2. prof. M. Vilanova i dr M. Ribo, Laboratori d'Enginyeria de Proteines, Departament de
Biologia, Facultat de Ciencies, Universitat de Girona, Hiszpania

3. dr T. Charnavets, dr J. Pavlicek, Centre of Molecular Structure, Institute of
Biotechnology AS CR, BIOCEV, Czechy

4. dr H. Mikolajek, dr B. Williams, Diamond Light Source, Wielka Brytania

5. dr M.S. Weiss, Macromolecular Crystallography Group, Helmholtz-Zentrum Berlin fiir
Materialien und Energie, Niemcy

6. prof. dr hab. A. Katrusiak, dr K. Dziubek, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu

7. dr A. Jabtonska-Wawrzycka, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach

8. dr hab. Maria Rapata-Kozik, dr O. Bochenska, Zaktad Biochemii Poroéwnawczej i
Bioanalityki, Wydzial Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii UJ

9. prof. dr hab. Barbara Malawska, dr hab. Marek Bajda, Katedra Chemii Farmaceutycznej,
Wydziat Farmaceutyczny UJ

10. dr P. Grudnik, dr A. Biela, dr S. Swiatek, dr M. Madej, Matopolskie Centrum
Biotechnologii
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11. prof. dr hab. T. Borowski, prof. dr hab. B. Jachimska i dr A. Mitaczewska, Instytut
Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego Habera Polskiej Akademii Nauk

12. dr A. Kozakiewicz, Katedra Chemii Biomedycznej i Polimerow, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu

13. dr S. Zelek-Pogudz, Katedra Mineralogii, Petrografii i Geochemii, Wydzial Geologii,
Geofizyki i Ochrony Srodowiska, Akademia Gorniczo-Hutnicza im. Stanistawa Staszica
w Krakowie

14. dr inz. M. Olbrycht, Katedra Inzynierii Chemicznej i Procesowej (CI), Politechnika
Rzeszowska

Dzialalnos¢ organizacyjna scisle zwigzana z dziatalnoscig naukowqg

e Koordynowatam prace zwigzane z projektowaniem czeéci pomieszczen Zakladu
Krystalochemii i Krystalofizyki (ZKiK) w nowym budynku Wydzialu Chemii na
Kampusie UJ. Przygotowywatam i weryfikowaltam dokumentacje Zespotu
Biokrystalografii, ZKiK do Specyfikacji Istotnych Warunkow Zaméwienia.

e Bralam udzial w projekcie UE POKL.04.01.02-00-097/09 pt. ,,Zwigkszenie liczby wysoko
wykwalifikowanych absolwentéw kierunkow S$cistych Uniwersytetu Jagiellonskiego”
(01.08.2009-30.09.2012).

e Bylam odpowiedzialna za zakup aparatury w ramach projektu pt. ,,Badanie uktadow w
skali atomowej: nauki $ciste dla innowacyjnej gospodarki (ATOMIN)” POIG.02.01.00-12-
023/08 Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, dziatanie 2.1. ,,Rozwdj
osrodkéw o wysokim potencjale badawczym" do pracowni Laboratorium Syntezy 1 Badan
Zwiazkow Bioaktywnych 1 Biomaterialow.

e Zaprojektowalam 1 nadzorowatam utworzenie pracowni ekspresji 1 produkcji biatek w
ramach projektu pt. ,,Badanie uktadéw w skali atomowej: nauki $ciste dla innowacyjnej
gospodarki (ATOMIN)” POIG.02.01.00-12-023/08 Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka, dziatanie 2.1. ,,Rozwdj os$rodkow o wysokim potencjale badawczym" do
pracowni Laboratorium Syntezy i Badan Zwigzkow Bioaktywnych i Biomaterialow.

e Pehitam funkcje opickuna Wydzialowej Pracowni Badan Dyfrakcyjnych oraz
Laboratorium Syntezy 1 Badan Zwigzkow Bioaktywnych 1 Biomaterialow (kontakt z
serwisem, obsluga zamowien czesci zamiennych, sporzadzanie raportow z wykorzystania
aparatury do projektu ATOMIN).

e Bratam udzial w zakupie wyposazenia pracowni naukowych w ramach projekt POIS 13.1
»Rozbudowa i modernizacja infrastruktury dydaktycznej na kierunkach przyrodniczych 1
$cistych UJ”.

e Pehitam funkcje Bid-Manager w ramach udzialu Wydzialu Chemii w LifeKIC
Consortium. Bylam odpowiedzialna za korespondencje, dokumentacj¢ oraz udzial w
telekonferencjach (2014).

e Bylam czlonkiem =zespotu kierowanym przez dr hab. Renate Wieteche-Postuszny
odpowiedzialnym za aktualizacj¢ informacji zamieszczanych na stronach wydziatowego
serwisu www (2014-2015).
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e Bralam aktywny wudziat w przygotowaniu projektu ,Wyposazenie pracowni
specjalizacyjnej dla Chemii Medycznej” w ramach Rektorskiego Funduszu Rozwoju
Dydaktyki ,,Ars docendi” (2018).

e Od roku 2016 do chwili obecnej jestem cztonkiem Rady Wydziatu Chemii UJ.

oo Dl
(podpis wnioskodawcy)
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