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4.1. Publikacje

Osiagniecia zostaty opublikowane jako artykuly naukowe jak ponizej;
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artykutu wynosi co najmniej 70%.
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publikacji. Biorgc wszystko razem pod uwage, moj procentowy wktad w powstanie

artykutu wynosi co najmniej 70%.

4. Azuma Y, Zschoche R, and Hilvert D
The C-terminal peptide of Aquifex aeolicus riboflavin synthase directs encapsulation of
native and foreign guests by a cage-forming lumazine synthase
J. Biol. Chem. 2017, 292, 10321-10327.
DOI: 10.1074/jbc.C117.79031
IF = 4.800, MEIN = 140
Moj wktad w powstanie powyzszej publikacji polegal na:

Wykonaniu wigkszo$ci eksperymentdéw; analizie danych; czeSciowym
pozyskaniu finansowania; przygotowaniu manuskryptéw i rycin do publikacji. Biorac
wszystko razem pod uwage, moj procentowy wktad w powstanie artykutu wynosi co

najmniej 60%.

4.2. OgoIny zarys badan
Klatki biatkowe to puste w srodku, nanometrowe czasteczki zbudowane z
samoorganizujacych sie podjednostek biatkowych® ? Struktury te wystepuja licznie w
przyrodzie 1 odgrywaja kluczowa rolg¢ w wielu procesach biologicznych. Wsrod tych
znajdziemy: ochrong i transport materiatu genetycznego (kapsydy wirusow), 4
mineralizacje Zelaza (ferrytyna),® proteostaze (chaperony i proteasomy)® " a takze
tworzenie wydzielonych przedziatow dla krotkich szlakow metabolicznych
(mikrokompartmenty bakteryjne).® Naturalnie wystepujace klatki bialkowe, z
perspektywy bioinzynierii, sg bardzo atrakcyjnymi strukturami ze wzgledu na ich
homogeniczny charakter, mozliwo$¢ wydajnej produkcji w postaci biatek
rekombinowanych, a takze tatwos¢ ich modyfikacji za pomoca metod chemicznych i
genetycznych. Z uwagi na te cechy, adaptacja naturalnych klatek biatkowych w celu
dostosowania ich struktur i funkcji do danych potrzeb jest obecnie popularnym
obszarem badawczym, a dziedzina ta jest dynamicznie rozwijana dzigki potencjalnym
zastosowaniom w biomedycynie, katalizie oraz biologii syntetycznej.* 2

Zatadunek potencjalnych czasteczek ,,gosci” do wnetrza klatek biatkowych jest
niezbednym krokiem do wykorzystania ich w zastosowaniach
bionanotechnologicznych. By osiggna¢ ten cel, grupa Donalda Hilverta, mojego

doradcy na stazu podoktorskim, opracowala wydajny system zatadunku, oparty na



tworzacym klatki enzymie, syntazie lumazyny, pochodzacej z hipertermofilnych
bakterii Aquifex aeolicus, AaLS.® Wiadomo, ze biatko to tworzy dwunastos$cienne
struktury ztozone z 60 identycznych monomeréw (Ryc. 1)!° i w naturze zawiera
nastepujacg po nim w szlaku enzymatycznym, syntaz¢ ryboflawiny, co pozwala na
zwigkszenie wydajnosci reakcji biosyntezy ryboflawiny (witaminy B2) (Ryc. 1b).
By osiagna¢ sztucznie wymuszony zatadunek wybranych biatek ,,go$ci” gruba
Donalda Hilverta wprowadzita cztery ujemnie natadowane reszty glutaminianowe na
wewnetrznej powierzchni klatki biatka typu dzikiego (AaLS-wt), uzyskujac w ten
SposOb AaLS-neg. Zabieg ten pozwolil na wydajny zatadunek biatek zawierajacych
przeciwnie natadowany znacznik dekaargininy (R10).2 Dalszy rozwoj tej technologii
poprzez zastosowanie technik kierowanej ewolucji (ang. directed evolution)
zaowocowal wariantem AalLS-13 o zwigkszonym tadunku ujemnym i usprawnionej
zdolnosci zatadunku.'® Dzieki temu poza biatkami ze znacznikiem R10, do wnetrza
klatki AaLS-13 mozliwym stalo si¢ wprowadzenie dodatnio natadowanego wariantu
biatka zielonej fluorescencji, GFP(+36), zachodzace samoistnie po prostym

zmieszaniu obu biatek w roztworze.'*
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Ryec. 1. Syntaza lumazyny z Aquifex aeolicus (AaLS). (a) Struktura krystaliczna

kompleksu AaLS (PDB: 1HQK). Poszczegblne pentameryczne podjednostki
przedstawione sg z wykorzystaniem rdéznych koloréw. (b) Szlak biosyntezy

ryboflawiny (witaminy B2).

W celu udoskonalenia wyzej opisanej metody zatadunku, opracowatem: (1)
wydajne podej$cie do zaladunku enzymow, wykorzystujace GFP(+36) jako
znacznik kierunkowy oraz (2) system sortowania substratow dla enzymow
zamknigtych w klatkach. Dodatkowo, stworzytem dwie strategie zatadunku biatek

,»gosci” w zywych komoérkach, wykorzystujac (3) permutacje kolowg oraz klatki o



strukturze mozaikowej, a takze (4) naturalnie wystepujacy znacznik sortowania.
Oba podejscia przyczynity sie do znacznego rozszerzenia mozliwosci zastosowania

klatek biatkowych opartych na AaLS.

4.3. Zawarto$¢ poszczegélnych publikacji

4.3.1. Zaladunek enzymoéw z wykorzystaniem GFP(+36) jako znacznika
kierujacego

Azuma Y, Zschoche R, Tinzl M, and Hilvert D, Quantitative packaging of active
enzymes in a protein cage, Angew. Chem. Int. Ed. 2016, 55, 1531-1534.

Enkapsulacja enzymdw jest naturalng i powszechnie wystepujaca strategia w
komorkach, umozliwiajaca optymalizacje reakcji metabolicznych lub
biosyntetycznych w zatloczonych srodowiskach takich jak cytozol. W komorkach
eukariotycznych enkapsulacja realizowana jest poprzez organelle wydzielone btonami
lipidowymi, natomiast w bakteriach ma on miejsce dzieki obecnosci otoczek
biatkowych. Glowne przyktady tego zjawiska to zamknigte w klatkach biatkowych
szeregi enzymoOw takie jak karboksysomy wigzace wegiel w cyjanobakteriach, lub
przedziaty utylizacji propanediolu (Pdu). Poprzez ograniczenie dyfuzji z i do
zamknigtej przestrzeni, otoczki te umozliwiajg lokalne zatezanie lotnych substratow,
wychwyt toksycznych potproduktéw, a takze zapobiegaja zachodzeniu reakcji
ubocznych.®® Zastosowanie tych mechanizmdw dla sztucznie enkapsulowanych
enzymow jest znakomitym przyktadem tego jak klatki biatkkowe moga zostac¢
wykorzystane jako doskonaty system kontroli aktywnosci katalitycznej enzymow.
Wykorzystujac elektrostatycznie sterowang enkapsulacje AaL.S-13,
opracowatem strategie, w ktorej] GFP(+36) pelni role znacznik zatadunku enzymow do
klatek biatkowych. W tej pracy, modelowy enzym — retroaldolaza (RA)® — zostal
polaczony z GFP(+36) za pomocg inzynierii genetycznej by uzyskac biatko fuzyjne
GFP(+36)-RA. Po zmieszaniu GFP(+36)-RA z oczyszczonymi klatkami biatkowymi
AaLS-13 (Ryc. 2a) enzym fuzyjny zostat zatadowany do klatek AaL.S-13 z niemal
100% wydajnoscia — okoto 90 czasteczek ,,gosci” na klatke (Ryc. 2b).}” Dodatkowo,
jako iz system ten pozwala na kontrole ilo$ci czasteczek ,,gosci” wprowadzanych do
klatek w ramach tej pracy mozliwe byto zbadanie wptywu zattoczenia molekularnego

na aktywnos¢ katalityczng RA.



Kompatybilnos$¢ systemu enkapsulacji oraz jego wptyw na aktywnos¢
katalityczng zostala zbadana dodatkowo dla 8 r6znych enzymow, ujawniajac zakres
biokatalizatoréw z nim kompatybilnych. Podczas gdy enkapsulacja przebiega
wydajnie dla monomerycznych enzymow o umiarkowanym tadunku
powierzchniowym, zatadunek enzymow posiadajacych wysokie fadunki ujemne netto
do klatek AaLS-13 zdaje si¢ by¢ niemozliwy, najprawdopodobniej ze wzgledu na
odpychanie elektrostatyczne. Enkapsulacja enzymow tetramerycznych rowniez
okazata si¢ by¢ problematyczna. Po zmieszaniu z AaLLS-13, enzymy tego typu
tworzyly agregaty 1 wytrgcaty si¢ z roztworu, przypuszczalnie z powodu zbyt
wysokiego dodatniego tadunku czterech znacznikow GFP(+36). Mozliwe, iz, w
przypadku tych enzymow, dopasowanie tadunku powierzchniowego enzymu lub GFP
jest wymagane do poprawnej enkapsulacji w klatkach AaLS-13. Pomimo
wspomnianych tu ograniczen zwigzanych ze strukturg czasteczek ,,gosci”,
przedstawiona strategia zatadunku enzyméw za posrednictwem GFP(+36) znakomicie

nadaje si¢ jako wzorzec dla przysztych ,,inteligentnych” nanoreaktorow.
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Rys. 2. Zaladunek enzymu do klatek bialkowych AaLS-13 za posrednictwem
GFP(+36). (a) Schemat przedstawiajacy enkapsulacj¢ enzymu w klatce AalLS-13 przy
uzyciu GFP(+36) jako znacznika kierujacego. (b) Wykres zalezno$ci liczby
enkapsulowanych biatek fuzyjnych GFP(+36)-RA na klatk¢ AaL.S-13 od
poczatkowego stosunku bialek podczas ich zmieszania. Podano $rednie + odchylenia
standardowe obliczone dla trzech niezaleznych eksperymentéw. Dopasowanie liniowe
(z wylaczeniem punktu w nawiasach) opisane jest wspdtczynnikiem kierunkowym

bliskim 1 (czerwona przerywana linia).

4.3.2. Sortowanie substratéw za pomoca oddzialywan elektrostatycznych
Azuma 'Y, Bader DLV, and Hilvert D, Substrate sorting by a supercharged

nanoreactor



J. Am. Chem. Soc. 2018, 140, 860-863.

We wspomnianych powyzej naturalnych mikrokompartmentach (mikroprzedziatach)
bakteryjnych, péiprzepuszczalny charakter otoczki biatkowej jest kluczowy do
kontrolowania proceséw enzymatycznych. Wczesniejsze badania tych struktur
sugeruja, ze transport matych czasteczek do i z tych przedzialow kontrolujg pory
obecne w podjednostkach je budujacych. Podobnie, struktura poréw musi mie¢
znaczenie w klatkach biatkowych wykorzystywanych jako ,.komory” dla
,hanoreaktorow” enzymatycznych. Dobrym przyktadem tego mechanizmu sg badania,
w ktorych wykazano, ze wprowadzenie ujemnie naladowanych aminokwaséw w
poblizu porow kapsydu bakteriofaga MS2 zmniejsza aktywno$¢ zamknigtej w nim
fosfatazy poprzez ograniczenie wnikania ujemnie natadowanych substratow.

W celu opracowania alternatywnej metody — metody kontroli reakcji
enzymatycznych wewnatrz klatek biatkowych nie bazujacej na inzynierii porow —
zapostulowatem, ze do tego celu wykorzystane mogg zosta¢ rowniez interakcje
pomiedzy danym substratem a powierzchnig wewngtrzng klatki biatkowe;j. By
zweryfikowac t¢ hipoteze wykorzystatem proteaze pochodzacg z wirusa TEV, peptyd
zawierajacy sekwencje rozpoznawang przez t¢ proteaze (tev-K1) oraz jego
zmodyfikowane znacznikami kierunkowymi analogi. Wsréd tych przygotowatem
peptyd zawierajacy heksalizyne (tev-K7EOQ), naprzemienne reszty lizyn oraz
glutaminianow (tev-K4E3) lub heksaglutaminian (tev-K1E6). Proteaza TEV zostata
zatadowana do klatek AalLS-13 przy uzyciu systemu wykorzystujacego GFP(+36)
opisanego powyzej. Wedtug moich zalozenia powstaty w ten sposob ,,nanoreaktor”
powinien promowa¢ wychwyt i hydroliz¢ dodatnio natadowanych peptydow,
jednocze$nie hamujac reakcje dla tych obdarzonych tadunkiem ujemnym (RYys. 3a).

Zgodnie z moimi przewidywaniami, proteaza TEV zamknigta w
,hanoreaktorze" Aal.S-13 trawi peptyd posiadajacy dodatnio natadowany znacznik
wydajniej, niz te ze znacznikiem neutralnym lub ujemnie natadowanym. Enkapsulacja
w AaLS-13 zatem ,,odwraca” naturalng specyficzno$¢ substratowg proteazy
GFP(+36)-TEV (kcat/Kwm) okoto 480 razy (Rys. 3b), z dominujagcym wplywem
zmiany Km. Podobne wyniki dla sortowania substratow przez enkapsulowang proteaze
TEV otrzymano réwniez dla przygotowanych substratow biatkowych o réznych

tadunkach powierzchniowych. Wyniki te potwierdzaja, iz nanoreaktory posiadajace



wysoko natadowane wnetrze, stanowig prosty 1 uniwersalny sposob modulowania

specyficznosci substratowej enkapsulowanych enzymow.
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Rys. 3. Sortowanie substratéw z wykorzystaniem naladowanego nanoreaktora (a)

Schemat sortowania substratoéw poprzez proteaz¢ TEV enkapsulowang w klatce
biatkowej AaLS-13. (b) Wydajnos$¢ katalityczna proteazy fuzyjnej GFP(+36)-TEV
bez (po lewej) lub z zastosowaniem (po prawej) klatki biatkowej AaLLS-13 cigcia

peptydu posiadajacego znaczniki kierunkowe o roznym tadunku.

4.3.3. Permutacja kolowa
Azuma Y, Herger M, and Hilvert D, Diversification of protein cage structure using
circularly permuted subunits, J. Am. Chem. Soc. 2018, 140, 558-561.

Opisywany tu system oparty na oddziatywaniach elektrostatycznych pozwala na tatwy
1 wszechstronny sposob samoistnego zaladunku czasteczek ,,gosci” do klatek AaLS po
zmieszaniu obu komponentow w roztworze. Brak w nim jednak selektywnosci, ktorag
obserwowana jest w naturalnych srodowiskach wewnatrzkomérkowych. Fakt ten
potwierdza, to ze wytwarzany w Escherichia coli AaLS-13 zanieczyszczony jest
dodatnio natadowanymi biatkami pochodzacymi z komérek gospodarza.® By
rozwigzaé ten problem, zaprojektowalem alternatywny system enkapsulacji oparty na
tz. ,,permutacji kotowej” (ang. Circular Permutation) AaLS, fuzji genetycznej oraz
tworzeniu struktur mozaikowych bialek polimerycznych w cytozolach komoérek
gospodarza (Rys. 4).

Permutacja kotowa jest szeroko stosowang metoda, polegajacag na zmianie
pozycji C- oraz N- konca biatka z jednoczesnym zachowaniem jego ogélnej struktury.
Dzigki tej technice przygotowalem wariant cpAaLS, w ktorym N- i C-konce
skierowane s3 wnetrza klatki, tak by biatka gosci dolagczone do monomeréw cpAaLS

na drodze fuzji genetycznej znalazty si¢ wewnatrz klaki biatkowej po jej



uformowaniu. Oryginalne natywne konce N i C AaLS, w cpAaLS zostaty potaczone
za pomocg elastycznego tacznika o dtugosci 8 aminokwasow (ryc. 4ab). Modyfikacja
ta niespodziewanie zmienita morfologi¢ struktur tworzonych przez cpAaLS — wariant
ten taczy si¢ w struktury sferyczne o wielkosci 24 nm lub 28 nm i rurki o szerokos$ci
24 nm, w przeciwienstwie do macierzystego biatka AaLLS-wt, ktére tworzy wytacznie
sferyczne czasteczki o wielkosci 16 nm.

Forma w jakiej wystepuje cpAalLS moze by¢ dobrana poprzez modyfikacje
dhugosci tacznika tgczacego konce natywne. Po zmianie oryginalnego tacznika na
peptydy o dtugosci 8, 12 1 16 aminokwasow, zawierajgce znacznik polihistydynowy,
jako dominujaca populacje mozna otrzymaé odpowiednio rurki o szerokosci 24 nm,
struktury sferyczne o szerokosci 28 nm i szerokos$ci 24 nm.

Przygotowany wariant cpAaLS zostat nastgpnie potaczony za pomoca
inzynierii genetycznej z modelowym biatkiem GFP (cpAaLS-GFP), i poddany
koekspresji wraz z AaLS-wt w celu utworzenia struktury mozaikowej klatek. W takiej
strukturze podjednostki klatki zbudowane sg z mieszaniny cpAaLS i AaLS-wt
produkowanych rownoczes$nie w komoérce gospodarza E. coli (Ryc. 4¢). Mimo
opisanej powyzej roznorodnej morfologii zaobserwowanej dla samego cpAaLS,
koekspresja z AaLS-wt poskutkowata otrzymaniem monodyspersyjnych czastek 0
srednicy 16 nm, wykazujacych sygnat fluorescencyjny pochodzacy od GFP. Oznacza
to, iz ksztalt i rozmiar czasteczek wyprodukowanych z uzyciem tego systemu w
komorkach zywych, jest determinowany przez gtéwny sktadnik, tu AaLS-wt. Fakt ten
potwierdza rozmiar klatek dla cpAaLS-GFP koeskpresjowanego z ujemnie
natadowanymi wariantami AaLS. Dla tych uktadow wyizolowane czastki miaty
rozmiar podobny do klatek gospodarza AaL.S-neg (~28 nm) i AaLS-13 (~40 nm), a
ich wnetrza zawieraty GFP.

Zaprezentowana tu innowacyjna metoda dzigki swojej kompatybilnosci z
wczesniej zaprojektowanymi wariantami, znacznie poszerza zakres mozliwosci
systemu enkapsulacji w AaLS. Dodatkowo, powyzsze badania wskazujg na to, iz
permutacja kotowa jest potencjalnie uniwersalng strategia modulowania wlasciwosci

biatek tworzacych klatki oraz ich zaladunku.
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Rys. 4. Permutacja kolowa AaLS. (a,b) Schemat wytworzenia kotowo
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permutowanego wariantu AaLS zilustrowany dla struktury podjednostki
pentamerycznej (a) oraz odpowiadajacy mu schemat drugorzgdowej sekwencji biatka
(b). Monomer biatka zaznaczony jest kolorem pomaranczowym dla reszt 1-119 i
niebieskim dla reszt 120-156. (c) Schemat tworzenia mozaikowatej klatki w
komérkach E. coli. Ptet, promotor tetracykliny; tetO, operon tetracykliny; PT7,
promotor T7; lacO, operon laktozowy. (d) Zdjecia transmisyjnego mikroskopu
elektronowego otrzymane dla struktur cpAaLS-GFP z AaL.S-wt, AaLS-neg i AaLS-13
(gora) w porownaniu z odpowiadajacymi im pustymi klatkami AaLS (dot). Pasek skali
skalowany na 100 nm.

4.3.4. Naturalny system sortowania

Azuma Y, Zschoche R, and Hilvert D, The C-terminal peptide of Aquifex aeolicus
riboflavin synthase directs encapsulation of native and foreign guests by a cage-
forming lumazine synthase, J. Biol. Chem. 2017, 292, 10321-10327.

Mimo wielu metod sztucznego zatadunku czasteczek ,,gosci” do AaLS, jego naturalny
odpowiednik — mechanizm za pomocg ktérego synatazy lumazynowe (LS) sa
wypetiane w przyrodzie — dtugo nie byt dobrze poznany. W 1980 r. odkryto, ze
syntaza lumazynowa Bacillus subtilis (BsLS) enkapsuluje homotrimeryczng syntazg
ryboflawiny (RS) wewnatrz swojej dwunasto$ciennej klatki.?® Lata pozniej,
zasugerowano, 1z kolokalizacja obu enzymow jest korzystna dla poprawy ogolnej
szybkosci reakcji tworzenia ryboflawiny przy niskich stezeniach dostgpnego

substratu.?! Od tamtej pory tworzenie kompleksu RS/LS nie zostato wykryte w



zadnym innym organizmie, a mechanizm enkapsulacji goscia pozostawat
niewyjasniony.

W ramach opisywanej w tej sekcji pracy odkrytem, ze tworzenie kompleksu
RS/LS zachodzi dla enzymow z Aquifex aeolicus, AaRS i AaLS, nawet kiedy biatka te
sg wyprodukowane jako biatka rekombinowane w komoérkach E, coli. Dodatkowo,
zidentyfikowalem sekwencje¢ o dlugosci 12 aminokwas6éw obecna na C-koncu AaRS,
ktora pelni rolg sekwencji kierujacej czasteczke ,,goscia” (naturalnie AaRS) do klatek
AaLS. Wykazatem réwniez, iz wykorzystanie tego naturalnie wystepujacego systemu
jest mozliwe dla arbitralnie wybranego biatka ,,gos$cia”. Po wyposazeniu modelowego
biatka GFP w peptyd pochodzacy z AaRS, bialko to zostalo z powodzeniem
zatadowane do klatek AaLS.

Przedstawiona w tej sekcji metodologia w potaczeniu z opisanym wcze$niej
systemem mozaikowym cpAaLS, dostarcza narz¢dzi do przygotowywania "szytych na

miar¢” przedziatéw subkomoérkowych o pozadanych wlasciwosciach.

4.4. Dyskusja i perspektywy
Stworzony przeze mnie system zatadunku oparty na oddzialywaniach
elektrostatycznych stanowi uniwersalng strategi¢ mogaca stuzy¢ do enkapsulacji
enzymoOw w klatce biatkowej. Oprdocz opisanych powyzej metod zatadunku i
sortowania substratow, system wykorzystujacy GFP(+36), zostat dalej rozwinigty by
przygotowac uktady nasladujace karboksysomy, a takze mogace przeprowadzac $cisle
kontrolowang syntezy polimerow.?* 2® Co istotne, przedstawiona tu metodologia nie
ogranicza si¢ wylacznie do biatka AaLS. Aby klatka bialkowa byla z nig kompatybilna
wystarczy, iz klatka posiada ujemnie natadowane wnetrze, ktére umozliwi
enkapsulacje dowolnej czasteczki wyznakowanej GFP(+36). Przyktad takiej adaptacji
dostepny jest w literaturze dla ferrytyny pochodzacej z Archaeoglobus fulgidus.?
Dodatkowo, ze wzgledu na to iz powierzchnie klatek AaLLS-13 moga by¢ tatwo
zmodyfikowane przy uzyciu metod chemicznych,? genetycznych, i
enzymatycznych?” 28 system tadowania za posrednictwem GFP(+36) sprawia, ze
klatki AaLS-13 moga znalez¢ zastosowanie biomedyczne jako no$niki lekéw czy
tez platformy prezentujace antygen .

Nie jest jasne, GFP(+36) 1 sprzgzone z nim konstrukty fuzyjne wprowadzane sg
do ztozonych uprzednio klatek biatkowych AalS-13. Struktura tych klatek, otrzymana

za pomocg mikroskopii krioelektronowej, sugeruje iz moze to by¢ mozliwe dzigki



duzym porom obecnym w 72 pentamerycznych podjednostkach biatkal’. Otwory te
najprawdopodobniej umozliwiajg biatkom ,,gosciom” dyfuzje do i z wnetrza otoczki
biatkowej. Taki mechanizm dobrze wyjasnia dlaczego GFP(+36) i1 jego pochodne sa
szybko i wydajnie enkapsulowane w klatkach po zmieszaniu z AaLS-13 w
roztworze.?® Oznacza to rowniez, iz klatki AaLS-13 prawdopodobnie nie sa w stanie
kontrolowa¢ transportu matych czasteczek, w przeciwienstwie do opisanych uprzednio
naturalnie wystgpujacych bakteryjnych mikrokompartmentow, ktore zapewniajg $cista
regulacje dyfuzji z 1 do komor reakcyjnych. Z punktu widzenia inzynierii biatek, a w
szczegblnosci 1 budowy precyzyjnych nanoreaktordow, nie jest to problematyczne,
gdyz jak wykazano dla proteazy TEV, interakcja miedzy substratem a wnetrzem klatki
moze zapewni¢ pozadany mechanizm sortowania molekularnego.

Przedstawiona tu permutacja kotowa jest wysoce wydajng metoda kontroli
morfologii generowanych klatek biatkowych. Oprdcz opisanego powyzej szeregu
dostepnych form zaobserwowanych dla cpAaLLS dobrym przyktadem zastosowania tej
techniki jest permutowany kotowo wariant biatka powtoki przedziatu Pdu. Dla tego
wariantu zmianie ulegta czwartorzedowa struktura podstawowego bloku budulcowego
tej klatki — z natywnego heksameru na pentamer. To z kolei poskutkowato zmiang
struktury klatki na strukture dwunasto$cienng, nie wystgpujaca dla tego biatka w
naturze.® Przyktady te podkreslaja jak istotne sg dalsze badania biatka cpAaLS i jego
morfologicznej plastycznosci, jako iz zrozumienie jej podstaw pozwolitoby na dalsze
postepy w projektowaniu i montazu sztucznych klatek biatkowych. Za wzgledu na
powyzsze, w naszym laboratorium obecnie prowadzone sg szeroko zakrojone badania
strukturalne i biofizyczne biatka cpAaLS.

Fuzja genetyczna i zastosowanie klatek mozaikowych z wykorzystaniem
wariantow cpAaLS prezentowane na lamach tej pracy stanowiag wysoce wydajna
metode enkapsulacji bialek gosci w klatkach biatkowych AalLS w zywych komorkach.
Mimo iz system oparty na oddziatywaniach elektrostatycznych pozwala na
enkapsulacje w zywych komorkach'®, zastosowanie biatek fuzyjnych zawierajacych
cpAaLS zapewnia wydajnos¢ zatadunku bliska 100%. Ze wzgledu na swoja
utylitarno$¢ cpAaLS znalazl zastosowanie jako platforma do projektowania i ewolucji
czagsteczek imitujacych wirusow, ktore sa w stanie enkapsulowaé RNA w sposob
specyficzny dla rozmiaru lub sekwencji.3*2 Co ciekawe, jeden z niedawno opisanych
wariantow cpAaLS, ktory zostal wygenerowany w celu ochrony materiatow

genetycznych gosci przed nukleazami, wykazywat budowe $cian kapsydu o liczbie



trojkatnej T = 3, utworzong z mieszaniny pentamerycznych 1 heksamerycznych
blokéw budulcowych, nigdy wezesniej nie obserwowanych w przypadku syntaz
lumazyny.3® Podkresla to dodatkowo uzyteczno$é systemu cpAaLS, a takze zawarty w
nim potencjat plastycznosci morfologicznej, ktora moze zosta¢ zastosowana do
generowania nowych nanoprzedzialéw o strukturze i funkcji wystepujacej w naturze.
Kierowanie enzymow do mikroprzedziatléw biatkowych z wykorzystaniem
specyficznych sekwencji kierunkowych jest strategia powszechnie wystepujaca w
przyrodzie. Peptydy pethigce t¢ funkcj¢ zostaty zidentyfikowane dla enkapsuliny oraz
dla przedzialéw Pdu i utylizacji etanoloaminy (Eut).**3® Co wiecej, w ramach moich
badan wykazano, ze RS z innych mikroorganizméw posiadaja segmenty C-koncowe o
wzorach sekwencji (IXXXFL) podobnych lub identycznych z AaRS, co sugeruje
wspoOlny mechanizm tworzenia kompleksow wystepujacy u réoznych gatunkow.
Odkrycie, ze C-koncowa domena RS z Bacillus subtilis, BsRS, wystepuje jako
znacznik sortujacy bialek, ktory kieruje do zapakowania w pokrewng LS potwierdza ta
obserwacje.®” Wykorzystanie fuzji genetycznej tego typu peptydow kierujacych z
wybranymi czasteczkami ,,go$¢mi” pozwala na ich dostarczenie i zaladunek do
wybranych przedziatéw biatkowych.®® 3 Technologia ta, wraz z elektrostatycznie
nap¢dzanym zatadunkiem i cpAaLS, zapewnia modularng i potezng platforme¢ do
budowy sztucznych przedzialow subkomoérkowych o niestandardowych, pozadanych

funkcjach.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystycznag
realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegdlnosci zagranicznej.

5.1 Staz podoktorski w ETH Zirich, Zurych, Szwajcaria

Okres: 10.2012 — 09.2018

Na stazu podoktorskim pracowalem nad projektami inzynierii klatek biatkowych
kierowanymi przez prof. Donalda Hilverta w ETH Zurich, Szwajcaria. To szkolenie w
zakresie inteligentnego projektowania bialek i bionanotechnologii byto kluczowe dla
osiggni¢¢ naukowych wymienionych w niniejszym wniosku habilitacyjnym i stanowito
podstawe mojej obecnej dziatalnosci naukowej. Czg$¢ prac byla wspierana finansowo przez
stypendium Uehara Memorial Foundation (10.2012 — 09.2013) oraz stypendium ETH
(10.2013 — 09.2015).

5.2. Staz na Uniwersytecie w Poczdamie, Niemcy

Okres: 06.2012 - 09.2012  Naukowiec wizytujacy

10.2011-11.2011  Naukowiec wizytujacy
Podczas studiow doktoranckich i tuz po nich, stosujac podejscie ewolucyjne prowadzitem
badania nad inzynieria peptydow inhibitorowych, ktore specyficznie wigzg sie¢
z onkogennym biatkiem HBZ. Projekt ten jest wynikiem wspolpracy migdzy grupami
kierowanymi przez prof. Shiroh Futaki (Uniwersytet w Kioto), prof. Masaki Matsuoka
(Uniwersytet w Kioto) i prof. Katje Arndt (Uniwersytet w Poczdamie). MOj pobyt
w Poczdamie byt wspierany przez Uniwersytet Kioto w ramach programu Globalne Centra
Doskonatosci (G-COE) (finansowanego przez Japonskie Towarzystwo Promocji Nauki
(JSPS)) (10.2011 — 11.2011) oraz Jednostke Edukacyjng Uniwersytetu w Kioto / Program
dla Globalnych Lideréw (finansowany przez Japonska Agencj¢ Nauki i Technologii)
(06.2012 — 09.2012).

5.3. Doktorant na Uniwersytecie w Kioto, Japonia
Okres: 04.2009 —03.2012  Studia doktoranckie (Nauki Farmaceutyczne)
04.2007 — 03.2009  Studia magisterskie (Nauki Farmaceutyczne)
W ramach studiéw magisterskich i doktoranckich prowadzilem badania nad rozwojem
nowych metod wprowadzania trojkleszczowych czasteczek ligandowych do
peptydow/biatek w celu kontrolowania struktury i funkcji poprzez dodanie jonéw metali.

Eksperymenty byly wykonywane gtownie w grupie prof. Shiroh Futaki w Instytucie Badan



Chemicznych na Uniwersytecie w Kioto, podczas gdy synteze organiczng
zaprojektowanych zwigzkow wykonywatem rowniez w grupie prof. Takeo Kawabata
w tym samym instytucie. Moje studia doktoranckie byly wspierane przez Stypendium
naukowe dla mtodych naukowcéw (DC1) z Japonskiego Towarzystwa Promocji Nauki

(JSPS) (04.2009 — 03.2012).

Informacja o osiagnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

6.1.1. Nauczanie na kursach

Wykladowca chordb zakaznych w Kyoto Barber&Beauty College, Kioto, Japonia

- prowadzenie wyktadow dla studentow szkoty fryzjerskiej na temat chordb zakaznych,
ktérych znajomos$¢ jest wymagana do zdania egzaminu licencyjnego.

- przeprowadzanie i ocena egzamindw koncowych

Asystent na kursie Chemii biologicznej: Nukleotydy i weglowodany, ETH Zurich,
Zurych, Szwajcaria
- prowadzenie wyktadoéw w ramach sesji ¢wiczeniowych, w czasie ktérych studenci
omawiali rozwigzania zadan domowych zadanych podczas glownych wyktadow
- nadzorowanie grup studenckich prezentujacych wspotczesne tematy z zakresu

chemii biologicznej.

Asystent na kursie laboratoryjnym Chemii analitycznej, Uniwersytet Medyczny
i Farmaceutyczny Toyama, Toyama, Japonia
- prowadzenie wyktadow i wsparcie techniczne w zakresie technik: miareczkowanie
pH i chelatowe, RP-HPLC oraz chemoluminescencjna ELISA,

- ocenianie sprawozdan studentéw

6.1.2. Nadzorowanie pracy laboratoryjnej studentéw
na Uniwersytecie w Kioto, w grupie Futaki
- nadzorowanie studentow studiow magisterskich przez 2 lata,

- projektowanie eksperymentow zgodnie z kierunkiem projektu,



nauczane eksperymentéw, w tym synteza organiczna, synteza peptydow,
przygotowanie liposomow, hodowla komdrek ssaczych, cytometria
przeptywowa (FACS), mikroskopia konfokalna,

ocena prac magisterskich

w ETH Zurich, w grupie Hilvert

nadzorowanie 2 studentow studiow licencjackich przez 4 / 6 miesiecy oraz 5
studentow studiow magisterskich przez 3 miesiace,

przedstawienie tematu badan i projektowanie eksperymentow zgodnie
z kierunkiem  projektu,

prowadzenie eksperymentOw obejmujgcych synteze organiczng, synteze
peptydow, klonowanie molekularne, ekspresj¢ i oczyszczanie bialek, analize
spektroskopowa (absorbancja, fluorescencja i dichroizm kotowy), kinetyke
enzymow, cytometri¢ przeptywowa, transmisyjng mikroskopi¢ elektronowa
(TEM), metode ukierunkowanej ewolucji,

ocena raportow i prac dyplomowych

na Uniwersytecie Jagiellonskim, w grupie Heddle

nadzorowanie pracy laboratoryjnej 4 doktorantéw,

projektowanie eksperymentow zgodnie z kierunkiem projektu,

nauczanie eksperymentow obejmujacych klonowanie molekularne, ekspresje
1 oczyszczanie biatek, spektroskopie absorpcyjna i fluorescencyjnag, kinetyke

enzymow.

na Uniwersytecie Jagiellonskim, w grupie Azuma

nadzorowanie 3 studentéw studiéw magisterskich jako ich promotor,
obecnie nadzorowanie 2 postdocow, 1 doktoranta i 2 magistrantéw,
zapewnienie projektéw, doradztwa naukowego, infrastruktury badawczej
I budzetu,

nauczanie eksperymentow, w tym metod ukierunkowanej ewolucji

i kriogenicznej mikroskopii elektronowe;.

6.1.3. Edukacja pedagogiczna

Jednostka edukacyjna Uniwersytetu Kioto / Program dla globalnych lideréw

Aby zosta¢ liderem wziglem udziat w serii kursow edukacyjnych. Tematy

kursOw obejmowaly umiejetno$ci prezentacji, umiejetnosci komunikacyjne



w jezyku angielskim, prawo wtasno$ci intelektualnej oraz staz w laboratorium

przemystowym/akademickim.
EMBO Programy szkoleniowe dla mtodych badaczy.

Odkad zostalem wybrany jako laureat Grantu Instalacyjnego EMBO,
zapewniono mi liczne szkolenia edukacyjne. Takie kursy obejmowaty
kierowanie pracg laboratorium, zarzadzanie projektami, negocjacje

oraz samorozwoj.

6.2 Osiagniecia organizacyjne

6.2.1. Organizacja grupy

Jako starszy naukowiec pracujagcy w grupie Heddle na Uniwersytecie Jagiellonskim

jestem odpowiedzialny za zarzadzanie laboratorium. Do moich zadan nalezy;

ustanawianie ogolnych zasad laboratoryjnych zgodnie z przepisami
uniwersyteckimi i naszymi praktykami,

przydzielanie cztonkom grupy indywidualnych zadan, takich jak utrzymanie
sprzetu laboratoryjnego,

informowanie cztonkéw grupy o tematach omawianych na spotkaniu lideréw

grup instytutowych.

Rownoczesnie prowadze wiasng podgrupe sktadajaca sie z 2 postdocow, 1 doktoranta,

3 studentéw studiéw magisterskich, 1 technika i 1 pracownika administracyjnego.

Moje zadania jako lidera grupy obejmuja;

ustanowienie szczegotowych zasad dziatania grupy zgodnie z przepisami
uniwersyteckimi i dobrymi praktykami,

kierowanie projektami badawczymi cztonkdw grupy i rozwazanie strategii
publikacji,

nadzorowanie i ocena raportoéw i prac dyplomowych studentow,
pozyskiwanie funduszy na badania,

planowanie wykorzystania budzetu,

rekrutacja nowych cztonkéw grupy,

konfigurowanie narzedzi badawczych i innej infrastruktury,

Utrzymanie strony gtoéwnej grupy i stron serwiséw spoteczno$ciowych.

6.2.2. Praca na rzecz Instytutu



Jestem cztonkiem administracyjnego programu studiéw doktoranckich w dziedzinie
nauk biomedycznych na Uniwersytecie Jagiellonskim. Jestem odpowiedzialny za
przygotowanie i wdrozenie kursu wprowadzajacego, w ramach ktérego doktoranci
mogg zdobywaé¢ punkty ECTS w oparciu o nowe umiej¢tnosci badawcze uzyskane

w podczas doktoratu.

6.2.3. Koordynacja wewnetrznej i zewnetrznej wspolpracy
Jako lider grupy nawigzalem konstruktywng wspotprace naukowsg zaréwno
z wewnetrznymi, jak 1 zewnetrznymi badaczami, w tym;
- prof. dr Juha T. Huiskonen, Uniwersytet Helsinski, Finlandia
- prof. dr Reidun Twarock, Uniwersytet w Yorku, Wielka Brytania
- dr Farzad Fetahi, Uniwersytet w Yorku, Wielka Brytania
- prof. dr Neil Ranson, Uniwersytet w Leeds, Wielka Brytania
- dr Matt Byrne, Diamond Light Source, Wielka Brytania
- prof. dr Peter Kast, ETH Zurych, Szwajcaria
- dr Kathrin Wirth-Roderer, Uniwersytet w Zurychu, Szwajcaria
- prof. dr hab. Elzbieta Pyza, Uniwersytet Jagiellonski, Polska
- dr hab. Neli Kachamakova-Trojanowska, Uniwersytet Jagiellonski, Polska
- dr hab. Sebastian Glatt, Uniwersytet Jagiellonski, Polska
- prof. dr hab. Jonathan G. Heddle, Uniwersytet Jagiellonski, Polska

6.2.4. Popularyzacja nauki
Malopolska Noc Naukowcow (09.2023, Krakow)
Koordynator wydarzenia naukowego dla ogoétu spoteczenstwa, w tym wyktaddw na

palace tematy naukowe i prostych eksperymentdéw w laboratorium.

Oproécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.
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