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Dyplom ukonczenia studidow magisterskich na kierunku Biologia, specjalnos¢ biologia
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2004

Dyplom doktora w zakresie biologia specjalnos¢ - Biochemia, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Biologii, tytut: ,Analiza kompleksu TOM mitochondriéw
ameby Acanthamoeba castellanii”.
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Adiunkt: Zaktad Bioenergetyki, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza

Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

a) Tytut osiggniecia naukowego

»Maszyneria importu biatek do mitochondriow u przedstawicieli Amoebozoa”

b) Wykaz autorskich publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

*autor korespondujacy; autor réwnorzedny
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Weiner J, Kmita H, Makatowski W (2012). Phylogenetic analysis of mitochondrial outer
membrane B-barrel channels. Genome Biol Evol 4, 110-125. [IF 4,759; (5-Yr IF 4,859),
MNiSW 35, liczba cytowan 8]
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Osiggniecie naukowe, bedace podstawg ubiegania sie o stopied doktora habilitowanego,
stanowi cykl czterech oryginalnych publikacji naukowych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie
Journal Citation Reports i jednej pracy przegladowej, opublikowanych w latach 2012-2017.
Sumaryczny ,impact factor” tych prac (zgodny z rokiem opublikowania) wynosi 15,115, a
sumaryczna liczba punktéw MNiISW - 148. W trzech jestem pierwszym autorem oraz autorem
korespondujgcym. Trzy pierwsze publikacje (pozycja 1-3) finansowane byly w ramach projektu
”Charakterystyka komplekséw btony zewnetrznej mitochondriéow modelowych mikroorganizméw
eukariotycznych przy wykorzystaniu analizy filogenetycznej”, finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (N N303143937) i realizowanego w latach (2009-2013), ktérego bytam kierownikiem i
gtéwnym wykonawca.

c) Omoéwienie celu naukowego/ ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Import biatka do mitochondriow ma fundamentalne znaczenie dla prawidtowego
funkcjonowania mitochondriéw. Kluczowg role w procesie rozpoznawania, translokacji i ,sktadania”
importowanych biatek odgrywajg wystepujagce we wszystkich przedziatach mitochondrialnych
kompleksy biatkowe. Kompleksy te zbudowane s3 z szeregu podjednostek i petnig funkcje translokaz
i/lub insertaz. W oparciu o dane pochodzgce z badan nad organizmami modelowymi, takimi jak
drozdze Saccharomyces cerevisiae, w btonie zewnetrznej wyrdzniane sg co najmniej trzy kompleksy,
w btonie wewnetrznej cztery i trzy w przestrzeni miedzybtonowej (Backers i Hermann, 2018; Stiller i
in., 2016). W btonie zewnetrznej sg to: kompleks TOM (z ang. translocase of the outer membrane),
kompleks TOB/SAM (z ang. topogenesis of the mitochondrial outer membrane pB-barrel
proteins/sorting and assembly machinery) oraz MIM (z ang. mitochondrial import machinery).
Kompleks TOM rozpoznaje i wprowadza wiekszo$¢ biatek kierowanych z cytozolu do rdéznych
przedziatéw mitochondrialnych, kompleks TOB/SAM odpowiada za wbudowanie w te btone biatek o
strukturze B-beczutki i bierze udziat w ztozeniu kompleksu TOM, a kompleks MIM prowadzi insercje
biatek zawierajgcych jedng lub wiecej transbtonowych helis i zlokalizowanych w btonie zewnetrzne;j.
W wewnetrznej btonie zlokalizowane sg nastepujgce kompleksy; kompleks TIM22 (z. ang. translocase
of the inner membrane 22), kompleks TIM23 (z ang. translocase of the inner membrane 23),
kompleks PAM (z ang. presequence translocase-associated motor) oraz OXA (z ang. cytochrome
oxidase assembly). Kompleksy TIM22 i TIM23 odpowiadajg za import prekursoréw biatek z sekwencjg
kierujgca zlokalizowang odpowiednio, wewnatrz sekwencji prekursora oraz na jego N korcu.
Kompleks PAM oddziatuje z TIM23 podczas translokacji biatka do macierzy mitochondrialnej,
natomiast kompleks OXA uczestniczy we wprowadzaniu biatek do btony wewnetrznej od strony
macierzy mitochondrialnej (tzw. eksport biatka). W przestrzeni miedzybtonowej znajduje sie
kompleks MIA (z ang. mitochondrial intermembrane space import and assembly) oraz kompleksy
matych biatek opiekuniczych zwane ,, matymi biatkami Tim”, tj. kompleksy Tim8-Tim13 i Tim9-Tim10-
Tim12. Kompleks MIA jest odpowiedzialny za import biatek przestrzeni miedzybtonowej, ktére
zawierajg reszty cysteiny zdolne do tworzenia mostkdéw siarczkowych i uczestniczgce w reakcjach
oksydo-redukcyjnych. Natomiast kompleksy Tim8-Tim13 i Tim9-Tim10-Tim12 oddziatujg z
kompleksami TOB/SAM i TIM22, nie dopuszczajgc do niewtasciwego, w obszarze przestrzeni
miedzybtonowej, fatdowania importowanego biatka.
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Dostepne dane literaturowe wskazuja na nadal rosngcg liczbe identyfikowanych
podjednostek kompleksdw importowych, oraz ztozono$¢ drég importu biatek do réznych przedziatéw
mitochondrialnych (Kang i in.,, 2017; Neupert 2015). Dane te wskazujg na wystepowanie
podjednostek tworzonych przez biatka obecne u przedstawicieli réznych linii rozwojowych, jak i
podjednostek tworzonych przez biatka charakterystyczne dla okreslonych linii rozwojowych. Te
powtarzajace sie podjednostki to najczesciej biatka petnigce kluczowg role w importowych
kompleksach, w tym biatka o aktywnosci kanatéw takie, jak Tom40, Tob55/Sam50, Tim22 i Tim23
(Mani in., 2015; Makiuchi i Nozaki, 2014). Co wiecej, znane s3g tez przyktady silnej redukcji sktadu
podjednostkowego i ztozonosci analizowanych komplekséw importowych (Jedelsky i in., 2011), co z
kolei mozna ttumaczy¢ brakiem homologéw znanych podjednostek i mozliwg obecnoscig biatek o
catkowicie odmiennej charakterystyce, lecz petnigcych podobne funkcje zwigzane z importem, lub
wspomniang redukcjg w budowie aparatu importu. Wytaniajgcy sie zatem obraz organizacji
komplekséw importowych w mitochondriach przedstawicieli réznych linii rozwojowych Eukariota
wskazuje na wyrazne zrdznicowanie. Co wiecej, dotychczas w ukazujgcych sie doniesieniach
zwracano bardziej uwage na rdznice u przedstawicieli réznych linii rozwojowych niz w obrebie jedne;j
wybranej linii. Stad, jak dotad brak wielu istotnych danych, ktére z pewnosciag mogtyby rozszerzyc
naszg podstawowa wiedze o podjednostkach kompleksdow importowych i ich funkcjonowaniu.

Supergrupa Amoebozoa, stanowi fascynujacg grupe organizméw, zrdznicowang pod
wzgledem budowy oraz funkcji zyciowych. Do Amoebozoa zaliczamy organizmy z klasycznymi tj.
Ltlenowymi” mitochondriami takie, jak sluzowiec Dictyostelium discoideum i ameba Acanthamoeba
castellani, a takze organizmy zawierajgce mitosomy, czyli zredukowang forme mitochondridow, do
ktdrych zalicza sie zyjgca beztlenowo Entamoeba histolitica, uwazana za pasozyta cztowieka (Santos
i in., 2016). Ameba A. castellanii oraz $luzowiec D. discoideum to organizmy wolnozyjace,
jednokomodrkowe, wystepujgce gtdwnie w wodach stodkich oraz w glebie (Wojtkowska i in., 2005). A.
castellanii stanowi interesujacy przedmiot badan z medycznego punktu widzenia, poniewaz
uznawana jest za fakultatywnego pasozyta wywotujgcego u cztowieka akantameboze (Saheb i in.,
2014; Leger i in., 2013). A. castellanii, aczy cechy swiata roslin ze wzgledu na obecno$¢ alternatywne;j
oksydazy (Henriquez i in., 2009) i zwierzat poniewaz zawiera biatko rozprzegajgce (UCP z ang.
uncoupling proteins) (Jarmuszkiewicz i in., 2010). Z kolei D. discoideum charakteryzuje sie
wyjatkowym cyklem zyciowym, poniewaz w warunkach stresu jakim jest brak pozywienia, komaorki
dzieki uruchomionym procesom sygnalizacyjnym, agregujg tworzac struktury wielokomérkowe. Stad
$luzowiec stanowi wyjatkowy model w badaniach nad procesami sygnalizacyjnymi, jak i w badaniach
na poziomie jedno- i wielokomérkowym.

Pod wzgledem ewolucyjnym, zgodnie z systemem klasyfikacji (Adl i in., 2012), supergrupa
Amoebozoa zostata wyrdzniona jako jedna z szes$ciu supergrup w krélestwie Eukariota; Opisthokonta,
Archeoplastida, Excavata, oraz Rhizaria i Chromoalveolata. Amoebozoa uznana zostata za siostrzanag
grupe Opisthokonta, w sktad, ktorej wchodzg grzyby i zwierzeta (Adl i in.,, 2012). W obrebie
supergrupy Amoebozoa wyrdzniono za$ dwa taksony: Lobosa do ktdrej nalezy A. castellanii i Conosa
reprezentowany przez Dictyostelia (m.in. D. discoideum). Zaréwno wiec pozycja filogenetyczna
Amoebozoa, jak i jej zréznicowanie pod wzgledem budowy i wymagan zyciowych oraz i przede
wszystkim, brak wystarczajgcych danych o budowie komplekséw importowych u jej przedstawicieli
sprawity, ze supergrupa ta statg sie dla mnie warta zainteresowania.

Zagadnieniem importu biatka do mitochondriéw zainteresowatam sie juz na studiach
doktoranckich, w czasie ktdérych zajmowatam z importem biatka do mitochondriéw ameby A.
castellanii. W wyniku przeprowadzonych badan udato mi sie wykaza¢ skutecznos¢ heterologicznego
importu biatka do mitochondriéw ameb oraz przedstawié¢ wstepng charakterystyke przewodnictwa
kanatowego poddanego rekonstytucji w sztucznych btonach lipidowych (system BLM) izolowanego
kompleksu TOM. Ponadto, wykorzystujgc technike sieciowania, wskazatam na homologi
podjednostek kompleksu oraz biatka oddziatujgce z kompleksem TOM. W tym czasie genom A.
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castellanii nie zostat jeszcze zsekwencjonowany, dlatego identyfikacja podjednostek izolowanego
kompleksu byta niemozliwa i mogta dotyczy¢ tylko wskazania znajdujgcych sie w bazach danych
homologicznych biatek. Wyniki otrzymane w ramach doktoratu zawartam w pracy pt.: “An inception
report of the TOM complex of the amoeba Acanthamoeba castellanii, a simple model of protozoa in
mitochondria studies” opublikowanej w Journal of Bioenergetics and Biomembranes (JBB) w 2005
roku.

Po obronie pracy doktorskiej w roku 2004 (przedtuzenie studiéw doktoranckich z powodu
urodzenia dwajki dzieci) rozpoczetam prace na etacie adiunkta w zespole dr hab. Hanny Kmity
(Zaktad Bioenergetyki), pozostajgc przy tematyce importu biatka do mitochondriéw. W 2007 i 2008
roku bytam stypendystkg akcji 6 Programu Ramowego Badan, Rozwoju Technicznego Unii
Europejskiej na podstawie kontraktu MTKD-CT-2004-517068, akronim: "FUNGEN", dzieki ktéremu
odbytam staz w laboratorium Prof. Waltera Neuperta z Uniwersytetu Ludwika Maksymiliana (LMU) w
Monachium, w zespole dr Marcela Deponta, zajmujgcego sie analizg importu biatka do
mitochondridw, na przyktadzie organizmoéw modelowych takich, jak Neurospora crassa i S. cerevisiae
oraz Plasmodium falciparum. W tym czasie, miatam mozliwos¢ odbycia szkolenia dotyczgcego
prowadzenia hodowli $luzowca D. discoideum w zespole Prof. M. Schleichera (réwniez LMU,
Monachium), od ktorego otrzymatam szczep $luzowca D. discoideum AX2, na ktérym pracuje do dzis.
W tym czasie rozpoczetam réwniez kierowanie projektem finansowanym przez Narodowe Centrum
Nauki  ”Charakterystyka komplekséw btony zewnetrznej mitochondriow  modelowych
mikroorganizmdéw eukariotycznych przy wykorzystaniu analizy filogenetycznej” (NN 303143937),
ktory realizowatam w latach (2009 - 2013 — przedtuzenie z tytutu urodzenia trzeciego dziecka),
ktéorego bytam kierownikiem i gtdwnym wykonawca.

W czasie mojego pobytu na Uniwersytecie w Monachium, pojawity sie fragmentaryczne dane
dotyczace sekwencji genomu A. castellanii, dzieki czemu mogtam wykorzysta¢ wyniki widm
spektralnych otrzymane z sekwencjonowania biatek mitochondrialnej btony zewnetrznej. Wskazatam
wowczas na obecnos¢ w zewnetrznej btonie mitochondrialnej A. castellanii trzech, kluczowych dla
funkcjonowania mitochondriéw biatek o strukturze B-beczutki. Byty to Tom40, Tob55/Sam50 oraz
poryna mitochondrialna nazywana biatkiem VDAC (z ang. voltage dependent anion selective
channel) oraz w przypadku D. discoideum - Tob55/Sam50. Sekwencje nukleotydowe kodujgce biatka
A. castellanii o strukturze B-beczutki uzyskatam wykonujgc analizy bioinformatyczne, do ktdrych
wykorzystatam nieliczne wéweczas, dostepne sekwencje ESTs (baza danych www.estdb) oraz
fragmentaryczne dane z sekwencjonowanego genomu ameby. Wszystkie otrzymane sekwencje
aminokwasowe zweryfikowatam w analizach spektrometrii mas (LC-MS/MS). W tamtym czasie
adnotowatam sekwencje genu TOMA40, ktérg, z udziatem dr Joanny Pienkowskiej (Zaktad Fizjologii
Zwierzat Wydziatu Biologii, UAM) potwierdzitam technikami PCR i 3’'RACE. Sekwencje aminokwasowe
Tom40, Sam50/Tob55 i VDAC $luzowca D. discoideum wskazatam wykonujac podstawowe analizy
BLASTp w odniesieniu do dostepnych danych pochodzacych z projektu sekwencjonowania genomu D.
discoideum, znajdujgcych sie w bazie Dictybase (http://dictybase.org).

Nastepnie zaplanowatam wykonanie analiz filogenetycznych 2z wykorzystaniem
interesujacych mnie biatek o strukturze B-beczutki jako molekularnych markeréw. Moim celem
byto zweryfikowanie pozycji filogenetycznej modelowych organizméw A. castellanii i D. discoideum
jako przedstawicieli Amoebozoa, w Swietle wspomnianego najnowszego podziatu Eukariota,
wykorzystujgc do tego witasnie biatka o strukturze B-beczutki petnigce niewatpliwie bardzo istotne
funkcje. Czes¢ niezbednych analiz bioinformatycznych w tym projekcie wykonat mgr Marcin Jgkalski,
bedacy w tym czasie na studiach doktoranckich w Instytucie Bioinformatyki Uniwersytetu w
Muenster w Niemczech, ktdrego promotorem byt wspodtpracujgcy ze mng Prof. Wojciech
Makatowski. Zebrane sekwencje biatek Tom40, Sam50/Tob55 i VDAC pochodzgcych z réznych linii
rozwojowych, zweryfikowatam wyrdzniajgc poszczegdlne izoformy oraz eliminujgc sekwencje
niepetne i pseudogeny. Wykonane analizy filogenetyczne (drzewa filogenetyczne otrzymane metodg
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Maximum Likelihood), wykazaty, ze Tom40, Tob55/Sam50 i VDAC przedstawicieli Archaeplastida i
Opisthokonta grupuja sie zgodnie z najnowszym podziatem systematycznym Eukariota, poniewaz
tworzg jasno zdefiniowane klady o wysokiej wiarygodnosci statystycznej. Jednakie sekwencje
przedstawicieli Amoebozoa, Chromaleolata i Excavata nie tworzyty odrebnych kladéw. Co wiecej
badane sekwencje Tom40, Sam50/Tob55, VDAC A. castellanii i D. discoideum, oraz innych
przedstawicieli Amoebozoa grupowaty sie razem 1z sekwencjami Chromaleveolata, blizej
Archaeplastida (rosliny), tym samym odbiegajac od aktualnie obowigzujgcego podziatu
systematycznego.

Po przestudiowaniu filogenetycznych relacji i ze szczegélnym uwzglednieniem lokalizacji
biatek ameby A. castellanii i Sluzowca D. discoideum w otrzymanych drzewach po raz pierwszy
wykazatam, ze geny kodujace mitochondrialne biatka o strukturze B-beczutki roslin, zwierzat i
grzybow przeszty liczne duplikacje, przy czym w obrebie Amoebozoa nie stwierdzitam obecnosci
izoformy dla zadnego z badanych biatek. Wskazatam, natomiast na obecnos¢ izoform Tom40 u
wszystkich kregowcéw, a w przypadku Tob55/Sam50 tylko u ryb, a ich powstanie powigzatam z
hipotetyczng duplikacja genomoéw, ktéra towarzyszyta powstaniu kregowcow (Shoshan-Barmatz i
in., 2010). Dowiodtam réwniez, ze mimo konserwatywnosci struktury i funkcji badanych biatek, ich
sekwencje aminokwasowe bardzo sie od siebie roznia.

Dysponujac zbiorami sekwencji (alignments), ktore wykorzystano do budowy wspomnianych
drzew filogenetycznych, w celu uwiarygodnienia kladéw o niskiej istotnosci statystycznej w
prezentowanych drzewach filogenetycznych, wyznaczytam tzw. markery kladystyczne, ktére
stanowity powtarzajgce sie reszty aminokwasowe w zestawionych zbiorach analizowanych sekwencji,
charakterystyczne dla danego kladu. Zaproponowatam wykorzystanie markeréw kladystycznych do
uwiarygodniania wynikéw analiz filogenetycznych o nizszej wiarygodnosci (niskie wartosci
bootstrap). Ponadto, liczbe wyznaczonych markeréw skorelowatam ze stopniem specjalizacji biatka
i ich lokalizacjg w przypuszczalnym segmencie badanego biatka i petniong przez nie rola. | tak,
biatko Tob55/Sam50 zawiera najmniejsza liczbe markeréw kladystycznych, poniewaz jest najbardziej
wyspecjalizowanym kanatem, przeznaczonym do translokacji prawdopodobnie tylko wybranej grupy
biatek o strukturze B-beczutki i biatek kotwiczgcych w btonie domeng a-helikalng. Funkcja Tom40 jest
bardziej ztozona, poniewaz oprdcz importu biatka transportuje rowniez metabolity (Antos i in., 2001),
stad liczba wskazanych markeréw jest wyisza niz w przypadku Tob55/Sam50. Najwiekszg liczbe
markeréw kladystycznych wyznaczytam dla VDAC, co ttumacze wystepowaniem tego biatka w trzech
izoformach petnigcych odmienne funkcje (Guardiani i in., 2018). Dla grup Chromalaveolata, Excavata,
Rhizaria i Amoebozoza nie znalaztam markeréw kladystycznych, co powigzatam z wysokim
zrdéznicowaniem sekwencji organizmdéw reprezentujgcych te grupy i mafg liczbg dostepnych
sekwencji. Powyzsze wyniki zostaty przedstawione w pracy pt.: “Phylogenetic analysis of
mitochondrial outer membrane B-barrel channels” opublikowanej w Genome Biology and Evolution
(GBE) w 2012 roku [1].

W kolejnym etapie badan, postanowitam zbada¢ pozostate podjednostki kompleksow
importowych analizujgc, poza A. castellanii i D. discoideum, rédwniez biatka innych przedstawicieli
Amoebozoa. Dzieki naptywajagcym w tym czasie sekwencjom transkryptomdéw i genomow,
postanowitam skorzysta¢ z dostepnych danych i wtgczytam do analizy nastepujgcych przedstawicieli
Amoebozoa: Dictyostelium purpureum, Dictyostelium fasciculatum, Polysphondylium pallidum
nalezgce do Conosa/Mycetozoa i beztlenowe, nie pasozytnicze ameby Entamoeba dispar i
Enatmoeba nuttalii, nalezgce do podgrupy Conosa/Archamoeba. Podjetam wspodtprace z doktorantka
Dorotg Buczek, w ktdrej przewodzie doktorskim petnitam role promotora pomocniczego. Ponadto,
kontynuowatam wspétprace z prof. Hanng Kmitg, prof. Wojciechem Makatowskim oraz Prof. Yutaka
Suzuki (Department of Medical Genome Science, Uniwersytet w Tokio), dzieki ktéremu wykonany
zostat na potrzeby tych analiz transkryptom A. castellanii (AC_RNAseq). tacznie opublikowalismy trzy
prace [2,3,5], w ktdrych przedstawitam sktad podjednostkowy komplekséw btony zewnetrznej TOM,
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TOB/SAM; przestrzeni miedzybtonowej: Tim9-Tim10-TIM12 i MIA oraz btony wewnetrznej: TIM22
TIM23, PAM i OXA.

W celu poznania sktadu podjednostkowego komplekséw importowych, w pierwszej
kolejnosci zebrane zostaty wszystkie znane sekwencje podjednostek poszczegdlnych kompleksow
btony zewnetrznej: TOM, TOB/SAM, przestrzeni miedzybtonowej: TIM9-TIM10-TIM12, MIA oraz
btony wewnetrznej TIM22, TIM23, PAM i OXA, znajdujace sie w bazach danych i zidentyfikowane u
przedstawicieli wszystkich linii rozwojowych. Sekwencje te zostaty wykorzystane jako pytanie do
analiz typu tBLASTn wobec AC_RNAseq. Dla biatek niezidentyfikowanych przez tBLASTn, zastosowano
program HMMER oparty na ukrytym modelu Markowa. Najdtuisze sekwencje otrzymanych
transkryptéw, zostaty przepisane na sekwencje aminokwasowe (EXPASY) i poréwnane z dostepnymi
sekwencjami A. castellanii w NCBI. Ponadto, przewidywane podjednostki dla A. castellanii
wykorzystane zostaty w programie BLASTp do przeszukania sekwencji biatkowych $luzowcéw D.
discoideum, D. purpureum, D. fasciculatum, P. pallidum i entameb E. dispar i E. nuttalli. W przypadku
biatek, dla ktérych nie znaleziono kodujacych je gendw, wykorzystano algorytm tBLASTn wobec
genomow D. discoideum, D. purpureum, D. fasciculatum, P. pallidum, E. dispar i E. nuttalli. Na korcu
sekwencje referencyjne z réznych linii rozwojowych wykorzystano do identyfikacji wczesniej nie
wskazanych sekwencji $luzowcéw i entameb.

Kompleksy importowe btony zewnetrznej

W wyniku przeprowadzonych analiz w pierwszej kolejnosci podatam peten skiad
podjednostkowy komplekséow btony zewnetrznej TOM dla A. castellanii i D. discoideum (Tabela 1),
a uzyskane wyniki zweryfikowatam eksperymentalnie. W tym celu, w przypadku ameby A.
castellanii zaprojektowatam i wykonatam eksperymenty prowadzace do izolacji kompleksu TOM na
ztozu ze zwigzanym przeciwciatem skierowanym przeciwko Tom40 (przeciwciato anty-Tom40
uzyskatam projektujgc peptyd, ktéry postuzyt do uzyskania odpowiedniego serum). Do izolacji
kompleksu TOM z A. castellanii wykorzystatam solubilizowang frakcje pecherzykéw zewnetrznej
btony mitochondrialnej oraz ztoze typu Protein A. W przypadku s$luzowca kompleks TOM
wyizolowatam wykorzystujgc chromatografie powinowactwa do znakowanego biatka receptorowego
kompleksu TOM-Tom7 ze znacznikiem histydynowym, poddanego w komadrkach Sluzowca
konstytutywnej ekspresji. Konstrukt oraz transformacje komadrek sluzowca wykonat wspétpracujacy
ze mng doktorant Andonis Karachitos. Uzyskane przeze mnie kompleksy po oczyszczeniu w
gradiencie sacharozy oraz na kolumnie jonowymiennej typu MonoQ rozdzielatam w zelu natywnym
typu blue native (BN), aby oceni¢ mase czasteczkowg komplekséw oraz w zelu denaturujagcym celem
okreslenia petnego sktadu podjednostkowego. W wyniku tego, oszacowatam mase czgsteczkowa
kompleksu TOM ameby, ktéra wynosi 450kD i sluzowca - 420kD.

W przypadku obu organizméw w analizie proteomicznej, zidentyfikowatam w izolowanym
kompleksie TOM, 5 homologéw podjednostek kompleksu (Tom70,Tom40,Tom20, Tom22, Tom7).
Izolowane, natywne kompleksy TOM ameby i $luzowca poddane zostaty nastepnie analizie
funkcjonalnej, ktéra wykonat wspodtpracujacy ze mng wodwczas dr Olgierd Stobienia. Wyniki te
umozliwity wyznaczenie wartosci przewodnictwa kanatowego obu badanych komplekséw; dla ameby
2nS i dla $luzowca 1.8nS (1 M KCl przy 10 mV). Ponadto, kanaty badanych komplekséw wykazywaty
porownywalne zmiany przewodnictwa w kierunku przewodnictw o nizszych wartosciach w obecnosci
oddziatujgcego z kompleksem biatka preSU9DHFR (prekursora sekwencji dla matej podjednostki ATP-
azy). Opisane wyniki dotyczgce charakterystyki komplekséw TOM ameby i Sluzowca wykonane w
uktadzie rekonstytuowanym oraz wyniki analiz proteomicznych, zostaty przedstawione w pracy o
tytule "The TOM Complex of Amoebozoans: the Cases of the Amoeba Acanthamoeba castellanii and
the Slime Mold Dictyostelium discoideum” opublikowanej w Protist w 2015 roku [2], ktdrej jestem
pierwszym autorem i petnie role autora korespondujacego.
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Nastepnie z wykorzystaniem wspomnianych analiz bioinformatycznych uzyskatam sktad
podjednostkowy kompleksow btony zewnetrznej (TOM i TOB/SAM) u pozostatych, wybranych do
analizy przedstawicieli Amoebozoa (Tabela 1). Wyniki te zostaty przedstawione w pracy pt.: ”Protein
import complexes in the mitochondrial outer membrane of Amoebozoa representatives”
opublikowanej w BMC Genomics w 2016 roku [3]. W publikacji tej zawarte réwniez zostaty wyniki
dotyczace analizy sktadu podjednostkowego komplekséw btony zewnetrznej Amoeba proteus oraz
okreslenie sktadu podjednostkowego kompleksu ERMES. Zagadnienia te nie wchodzg w sktad mojego
osiggniecia habilitacyjnego i zawierajg sie w rozprawie doktorskiej Doroty Buczek.

Na podstawie uzyskanych wynikdw, wskazatam na wysokie zrdéinicowanie skfadu
podjednostkowego kompleksu TOM. Liczba wskazanych podjednostek kompleksu réini sie dla
analizowanych przedstawicieli Amoebozoa tak, ze w tej samej grupie znajduja sie organizmy,
ktérych kompleks TOM zbudowany jest z 5 podjednostek (A. castellanii i D. discoideum)
przypominajgc tym samym pod wzgledem budowy kompleksy TOM grzybéw i zwierzat, oraz
organizmy z bardzo zredukowanym (E. nuttalli), pod wzgledem skiadu podjednostkowego
kompleksem TOM, zwierajgcym wytacznie gtdwng podjednostke, tj. Tom40. Kompleks TOM u D.
purpureum i D. fasciculatum zbudowany jest z 3 podjednostek, zas$ P. pallidium z 4. Co ciekawe,
konserwatywne biatko receptorowe Tom7, prawdopodobnie nie wystepuje u niektdrych
przedstawicieli $luzowcoéw (D. fasciculatum i D. purpureum) oraz u E. dispar i E. nuttalii. Ponadto, u
niemal wszystkich przedstawicieli Amoebozoa w skfadzie kompleksu TOM prawdopodobnie nie
znajduje sie Tom22, ktéry u A. castellanii wystepuje w dwéch izoformach.

Stwierdzitam takie, ze pod wzgledem skfadu podjednostkowego kompleks TOB/SAM
wykazuje zdecydowanie mniejsze zréznicowanie niz kompleks TOM. W przypadku niemal kazdego
przedstawiciela Amoebozoa w sktad badanego kompleksu wchodzg: Tob55/Sam50 oraz Metaksyna,
uznawana za ortolog Sam37/Mas37 (Murcha i in., 2014), ktérej genu nie wskazatam jedynie w
przypadku entameb (E. dispar i E. nuttalii).

Jak wspomniatam powyzej, w przypadku entameb, na podstawie wskazanych sekwencji
podjednostek badanych komplekséw btony zewnetrznej, zauwaiytam redukcje sktadu
podjednostkowego badanych komplekséw w porownaniu do pozostatych przedstawicieli
Amoebozoa. Zjawisko redukcji aparatu importu wykazano w przypadku organizmoéw zawierajgcych
mitosomy, tj. zredukowang forme mitochondriéw powstatg na skutek odpowiedzi na warunki
beztlenowe i/lub pasozytniczy tryb zycia (Dolezal., 2010). Obecno$¢ mitosoméw udowodniono w
przypadku innych gatunkéw entameb tj. E. invadens blisko spokrewnionych z E. histolytica (Dolezal.,
2010). Jednak w przypadku badanych entameb E. nuttalli i E. dispar, nie ma jednoznacznych
dowodoéw na obecnosé w nich mitosomow.

Celem okreslenia podobienstwa sekwencji aminokwasowych przewidywanych podjednostek
do biatek przedstawicieli innych linii rozwojowych, wykonana zostata analiza filogenetyczna, ktéra
wskazata, ze najwieksze zrdznicowanie filogenetyczne charakteryzuje biatka kompleksu TOM. W
szczegolnosci, biatka Tom7, Tom22, Tom70 wykazujg najwieksze podobiefAstwo do Opisthokonta,
podczas kiedy Tom20, Tom22 i Tom40 do Archaeplastida (glony i rosliny) (Tabela 1, zaznaczono
kolorami) natomiast podjednostki przewidywane dla TOB/SAM wykazywaty podobienstwo do tej
samej linii rozwojowej (Opisthokonta). Co wiecej, biorgc pod uwage uzyskane wyniki analiz
filogenetycznych, wykazatam, ze podjednostki kompleksu TOM ze wzgledu na ich duze zréznicowanie
filogenetyczne nie pozostajg w zgodzie z najnowszym podziatem systematycznym, w ktérym
Amoebozoa stanowi siostrzang grupe Opisthokonta.

Poniewaz moje zainteresowania strukturg gendw siegajg wykonanych przeze mnie analiz
zwienczonych poznaniem petnej sekwencji genu TOM40 A. castellanii (Wojtkowska i in., 2012),
réwniez w przypadku przewidywanych podjednostek komplekséw TOM i TOB/SAM postanowitam
scharakteryzowac strukture kodujgcych je gendw wskazujac na liczbe egzondw i introndw. Biorgc pod
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uwage liczbe egzondw w sekwencjach badanych gendw, wskazatam na lokalizacje w drzewie
filogenetycznym, Amoebozoa pomiedzy miedzy grzybami i organizmami wielokomdrkowymi, przy
czym liczba egzonéw wskazanych dla entamoeb jest zblizona do S. cerevisiae natomiast w przypadku
A. castellanii — do roslin i zwierzat. Uzyskane dane pozostajg w zgodzie z wewnetrznym podziatem
Amoebozoa na dwa subklady Conosa (Archamoebea (entamoeby) i Mycetozoa reprezentowane
$luzowce i Lobosa (A.castellanii) (Fiz-Palacios | in., 2013). Powyzisze wyniki zostaty opublikowane w
BMC Genomics w 2016 roku [3]

Kompleksy importowe btony wewnetrznej i przestrzeni miedzybtonowej.

W kolejnym etapie badan zadatam pytanie o sktad podjednostkowy kompleksow
importowych zlokalizowanych w btonie wewnetrznej (kompleksy TIM22, TIM23, PAM, OXA) i
przestrzeni miedzybtonowej (kompleksy MIA Tim9-Tim10-Tim12; Tim8-Tim13) u tych samych
przedstawicieli Amoebozoa. Uzyskana odpowiedz zostata zawarta w pracy “"The emerging picture of
the mitochondrial protein import complexes of Amoebozoa supergroup”, opublikowanej w BMC
Genomics w grudniu 2017 roku [5]. W pracy tej wskazatam na obecno$¢ w wiekszosci
niezidentyfikowanych dotgd gendéw kodujgcych podjednostki komplekséw importowych
zlokalizowanych w wewnetrznej bfonie mitochondrialnej oraz mitochondrialnej przestrzeni
miedzybtonowej u A. castellanii D. discoideum, D. fasciculatum, D. purpureum, P. pallidium, a takze
entameb E. dispar oraz E. nuttalli (Tabela 1).

W przypadku A. castellanii wskazatam na obecno$¢ 17 podjednostek badanych kompleksow
(Tabela 1), sposréd ktorych 4 podjednostki majg izoformy (Tim9, Tim10, Pam16, i Pam18). Czesc
wskazanych sekwencji aminokwasowych byta zgodna z sekwencjami zdeponowanymi w GenBank,
przy czym w kilku przypadkach zaznaczyliSmy réznice dtugosci w sekwencji wskazujgce na obecnosé
dtuzszych sekwencji kodujagcych w AC_RNAseq (Tim9A, Tim10B, Tim22, Tim50, Mgr2, Pam16A).
Cztery biatka A. castellanii byty wczesniej adnotowane, tj. Tim21, Tim44, Ervl i Oxal, natomiast
adnotowane przez nas biatka to: Tim9C, Tim10A, Sdh3, Tim17, Tim23, Tim15 i Pam18A. W przypadku
izoform biatek Tim9,Tim10, Pam16 i Pam18, wykonatam analizy filogenetyczne metodg Neighbor -
Joining wskazujgc na ich wystepowanie jako ortologéw. W przypadku A. castellanii wskazatam na
wyrazne podobiefdstwo w organizacji kompleksu importowego TIM23 i PAM do organizmu
modelowego S. cerevisiae. W przypadku Tim9-Tim10-Tim12 oraz komplekséw TIM22, OXA i MIA
niektdre podjednostki nie zostaty wskazane: Tim8,Tim13, Tim12, Tim54, Tim18, Pam17, Oxa2 oraz
gtéwny komponent kompleksu MIA tj. Mia40.

Dla wybranych $luzowcéw wskazatam na 18 podjednostek badanych komplekséw, przy
czym Oxal u kazdego $luzowca biatko to wystepuje w dwdch izoformach (Tabela 1). Podobnie jak w
przypadku wczesniej analizowanych izoform, wykonatam analizy filogenetyczne, ktére wskazujg na
obecnos¢ izoform Oxa jako paralogdw. Co ciekawe, Oxal A. castellanii grupuje sie z izoformg OxalB
$luzowcow, sugerujac ich pokrewienstwo. Wykazatam ponadto, ze organizacja kompleksow TIM23,
PAM i MIA S$luzowcéw jest bardzo zblizona do organizacji tych komplekséw u organizmoéw
modelowych takich jak S. cerevisiae. W przypadku $luzowcdw, nie wskazatam na nastepujace
podjednostki: Tim8-Tim13, Tim12, Tim18, Tim54, Pam17.

Jak juz wspomniatam weczesniej, u A. castellanii prawdopodobnie nie wystepuje Mia40,
podczas kiedy u wszystkich Sluzowcow biatko to wystepuje, prawdopodobnie jako biatko
rozpuszczalne, przypominajgc tym samym forme Mia40 zwierzat i roslin (Miad0 S. cerevisiae jest
zakotwiczone w btonie) (Chacinska i in., 2009). Jednoczesnie dla wszystkich sluzowcéw wskazatam na
obecnos¢ genu kodujgcego biatko AIF (z ang. apoptose inducing factor), sugerowane jako biatko o
funkcji receptora dla Mia40 (Hangen i in.,2015; Meyer i in., 2015; Modjtahedi i Kroamer, 2015). U A.
castellanii prawdopodobnie brak AIF, za to w przestrzeni miedzybtonowej znajduje sie kompleks
Tim9-Tim10, dajacy mozliwos¢ zachodzenia reakcji oksydo-redukcyjnych w przestrzeni
miedzybtonowej w mitochondriach A. castellanii pozbawionych Mia40. Uzyskane wyniki dotyczace
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sktadu podjednostkowego komplekséw btony wewnetrznej i przestrzeni miedzybtonowej dotyczace
E. dispar i E. nuttalii wskazaty na obecnosé tylko jednego biatka sposréd badanych komplekséw i byto
to biatko opiekuicze mtHsp70. Dla entamoeb wskazatam na wyraznie wiekszy stopien redukcji
aparatu importu btony wewnetrznej i przestrzeni miedzybtonowej niz w obrebie biony
zewnetrzne;.

Podobnie jak w przypadku analiz biatek komplekséw btony zewnetrznej wykonatam analize
filogenetyczna wskazujgca na najwieksze podobienstwo wiekszosci przewidywanych w tej analizie
biatek do grupy Opisthokonta (grzyby i zwierzeta), a takze, w mniejszym stopniu do Archaeplastida
(rosliny), Chromalveolata i Excavata (Tabela 1). Pod wspomnianym wzgledem, zréznicowanie to jest
w poréwnaniu z kompleksami btony zewnetrznej wyrazniejsze.

Za moje najwazniejsze osiggniecia naukowe uwazam:

e Otrzymanie natywnych komplekséw TOM A. castellanii i D. discoideum, wyznaczenie ich
masy czgsteczkowej i przeprowadzenie charakterystyki funkcjonalnej,

e Podanie sktadu podjednostkowego komplekséw btony zewnetrznej: TOM,TOB/SAM,
przestrzeni miedzybtonowej: MIA, TIM9-TIM10-TIM12, i btony wewnetrznej: TIM22,TIM23,
PAM, OXA u przedstawicieli Amoebozoa (Tabela 1)

Wykazatam, ze:

e W btonie zewnetrznej wieksze zréznicowanie pod wzgledem sktadu podjednostkowego
charakteryzuje kompleks TOM, a mniejsze TOB/SAM,

e W obrebie btony zewnetrznej kompleks TOM wykazuje wieksze zréznicowanie pod wzgledem
filogenetycznym podczas kiedy TOB/SAM wykazuje podobienstwo do Opisthokonta.

e QOrganizacja aparatu importu btony wewnetrznej oraz przestrzeni miedzybtonowej badanych
przedstawicieli Amoebozoa charakteryzuje sie nizszym stopniem zrdznicowania niz
kompleksy btony zewnetrzne;j.

e Zidentyfikowane podjednostki komplekséw btony wewnetrznej i przestrzeni miedzybtonowej
wykazujg rézny poziom zrdéznicowania biorgc pod uwage wystepowanie izoform oraz ich
pozycje filogenetyczna.

e U analizowanych entameb, wyraznie zarysowuje sie wieksza redukcja aparatu importu w
obszarze btony wewnetrznej i przestrzeni miedzybtonowej niz w przypadku btony
zewnetrznej.

o Wiekszos¢ przewidywanych podjednostek komplekséw importowych btony wewnetrznej i
przestrzeni miedzybtonowej Amoebozoa, z wyjgtkiem komplekséw PAM i OXA, wykazuje
podobienstwo do Opisthokonta (zwierzeta, grzyby).

Z powyzszych badan zarysowuje sie obraz zréznicowania organizacji aparatu importu biatka
do mitochondriow badZz tez hipotetycznych mitosoméw w nowo-wyrdznionej supergrupie
Amoebozoa. Co wiecej, w Swietle powyzszych danych staje sie jasne, ze wiedza o organizacji aparatu
importu zdobyta na podstawie organizméw modelowych nie moze by¢ tatwo przeniesiona na chodby
przedstawicieli tej samej linii rozwojowej. Co wiecej, w Swietle najnowszego podziatu
systematycznego wyniki te tylko czesciowo potwierdzajg lokalizacje Amoebozoa jako siostrzang
grupe Opisthokonta reprezentowang przez zwierzeta i grzyby.

W sktadzie mojego dorobku habilitacyjnego znajduje sie réwniez artykut przeglagdowy
napisany wspodlnie z Prof. Hanng Kmitg, opublikowany zaréwno w jezyku polskim jak i w jezyku
angielskim w Postepach Biochemii w roku 2017 pt.: ”“Organizacja aparatu importu biatka do
mitochondridw: perspektywa filogenetyczna” [4], w ktdrej petnie role autora korespondujacego. W
pracy tej przedstawitam najnowsze dostepne wyniki dotyczace organizacji aparatu importu u réznych
organizméw nalezgcych do rdinych linii rozwojowych. Praca ta stanowi podsumowanie moich
zainteresowan badawczych zwigzanych z kontekstem filogenetycznym w badaniach nad budowg
aparatu importu biatka do mitochondriéw u przedstawicieli roznych linii rozwojowych. Przedstawiony
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w tym artykule obraz aparatu importu biatka, mimo braku wielu danych, wskazuje na zréznicowanie
organizacji tych kompleksow, szczegélnie widoczny w przypadku kompleksu TOM, co moze miec

istotne implikacje natury ewolucyjnej, jak i aplikacyjnej. Przeglagdowa praca zostata opublikowana w
Postepach Biochemii.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

W pierwszym roku, po uzyskaniu stopnia doktora i podjecia przeze mnie pracy na etacie
adiunkta w Zakfadzie Bioenergetyki UAM, wspdlnie z Prof. Kmitg, opublikowatam w Postepach
Biologii Komdrki prace przegladowa podsumowujgcg najnowsze doniesienia dotyczgce odkrytego
wowczas nowego kompleksu biatkowego zlokalizowanego w zewnetrznej btonie mitochondrialnej tj.
kompleksu TOB/SAM (Kmita i Wojtkowska, 2004).

Uczestniczytam takze w realizacji innych zadan badawczych, ktére w wiekszosci zwigzane byty
z mitochondriami oraz biatkami zaangazowanymi w proces importu i biatkiem VDAC. Zaangazowana
bytam w dwa projekty kierowane przez Prof. H. Kmite, pt.: “Rola ROS w komunikacji miedzy
mitochondriami i jgdrem w komdrkach Saccharomyces cerevisiae” (nr 2 2006-2009; P0O4C 008 30)
oraz "Kanat VDAC jako cel dziatania huntingtyny w rozwoju choroby Huntingtona”
(2011/01/B/NZ3/00359, NCN). W wyniku tej wspdtpracy jestem wspodtautorem 4 prac
eksperymentalnych i 1 pracy przegladowej.

W ramach pierwszej z tych prac wykazalismy, ze aktywnos$¢ mitochondrialnej dysmutazy
CuZnSOD w mitochondriach drozdzy S. cerevisiae zwigzana jest z obecnoscia izoform biatka VDAC
oraz fazg wzrostu badanych komérek drozdzy. Stwierdziliémy, ze aktywnos$é CuZnSOD, koreluje z
uwalnianiem z mitochondriéw anionorodnika ponadtlenkowego O%*~ i z cytozolowym stanem redoks,
ktéry z kolei ma wptyw na poziom ekspresji biatek zewnetrznej btony mitochondrialnej takich, jak
Tom40 i Tob55/Sam50. Zwiekszenie poziomu ekspresji dotyczy fazy wzrostu logarytmicznego, kiedy
cytozol szczepdw Aporl, Apor2 jest bardziej utleniony w pordwnaniu ze szczepem kontrolnym. W
ramach tych badan uczestniczytam w eksperymentach majgcych na celu poréwnanie poziomu
ekspresji Tom40 i Tob55/Sam50 w mitochondriach drozdzy szczepéw pozbawionych izoform biatka
VDAC (Aporl i Apor2) i kontrolnym, dla réznych faz wzrostu metodg immunodetekcji. Powyzsze
wyniki zostaty zawarte w pracy opublikowanej w Biochemica and Biophysical Research
Communications (Budzinska i in., 2007).

W kolejnych badaniach wykorzystaliSmy szczepy drozdzy Aporl i Apor2 do okreslenia
znaczenia cytoplazmatycznego i mitochondrialnego stanu redoks w regulacji poziomu ekspresji
dysmutazy manganowej (MnSOD), Tom40, Tom70 i Tob55/Sam50. WykazaliSmy, ze cytozolowy i
mitochondrialny stan redoks w komédrkach drozdzy S. cerevisiae zalezy od obecnosci izoform VDAC1 i
VDAC2. Cytozolowy stan redoks zalezy od VDAC1, natomiast mitochondrialny od obu form VDAC.
WykazaliSmy ponadto, ze cytozolowy, ale nie mitochondrialny stan redoks, ma wptyw na poziom
ekspresji badanych biatek mitochondrialnych i wskazaliSmy na istotng role VDAC w regulacji tego
procesu. W tej pracy uczestniczytam w prowadzeniu modyfikowanej hodowli komdrek szczepu
dzikiego drozdzy oraz mutantdw Aporl iApor2 polegajgcej na podaniu przeciwutleniacza
(askorbinianu) lub utleniacza (menadionu) w trakcie wczesnej fazy wzrostu logarytmicznego w celu
uzyskania fazy wzrostu logarytmicznego z cytozolowym stanem redoks obserwowanym w fazie
wzrostu stacjonarnego. Dla Apor2 modyfikacja ta prowadzita do utlenienia cytozolu natomiast w
przypadku Apor2 do redukcji cytozolu. Mdj udziat polegat réwniez na wykonywaniu analizy poziomu
ekspresji biatek Tom40, Tom70 i Tob55/Sam50 w mitochondriach drozdzy wybranych szczepéw z
wykorzystaniem immunodetekcji. Powyzsze wyniki zostaty zawarte w pracy opublikowanej w
Archives of Biochemistry and Biophysics (Gatganska i in., 2008).

BadaliSmy réwniez protekcyjng role wspomnianej dysmutazy miedziowo-cynkowej
(CuznSOD) w komérkach drozdzy S. cerevisiae. Wykazali§my, ze CuZnSOD ma istotny wptyw na
poziom i aktywnos¢ biatka VDAC oraz na poziom biatek mitochondrialnej btony zewnetrznej takich jak
VDAC, Tom70 i Tom40. W powyzszych badaniach moja rola polegata na uczestniczeniu w
doswiadczeniach zwigzanych z immunodetekcjg z wykorzystaniem przeciwciat skierowanych
przeciwko biatkom kompleksu TOM tj. Tom40, VDAC, Tob55/Sam50. Wyniki wskazaty na nastepujgce
zaleznosci; poziom VDAC maleje w szczepie Asodl i kontrolnym przy przejsciu z fazy wzrostu
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logarytmicznego do stacjonarnego, przy czym poziom ekspresji VDAC dla komérek szczepu Asod1 byt
nizszy. Podobny profil ekspresji wykazaliSmy w przypadku biatka Tom40. Natomiast w przypadku
Tob55/Sam50, poziom ekspresji byt nizszy w komaérkach szczepu Asod1, jednak w przeciwienstwie do
pozostatych biatek, w fazie wzrostu stacjonarnego poziom wzrastat w obu badanych szczepach. W
powyzszej publikacji uczestniczytam réowniez w izolacji biatka VDAC szczepu dzikiego drozdzy oraz w
analizach funkcjonalnych w uktadzie rekonstytuowanym dla preparatu VDAC szczepu dzikiego.
Wyniki te zostaty zawarte w publikacji wydanej w FEBS Letters (Karachitos i in., 2008).

W kolejnym roku zespotem Prof. Kmity, wykazaliémy (Budziiska i in., 2009), role kompleksu
TOM w uwalnianiu anionorodnika ponadtlenkowego z mitochondriéw drozdzy. Celem badan byto
zbadanie wptywu blokowania kompleksu TOM na uwalnianie 02"~ z mitochondriéw Aporl i typu
dzikiego S. cerevisiae. Stwierdzili§my, ze blokowanie zmniejsza uwalnianie 0?"~, a efekt byt bardziej
wyrazny w przypadku mitochondriéw Aporl. Pokazalismy réwniez, ze wptyw blokady kompleksu
TOM na uwalnianie O?*~ wigze sie z poziomem ekspresji biatka Tom40. W zwigzku z tym uwalnianie
0%~ z mitochondriéw moze zachodzi¢ z udziatem kompleksu TOM. Do blokowania kompleksu TOM
zastosowalismy przygotowane przeze mnie biatko fuzyjne pb2-DHFR, ktére poddatam ekspresji w
bakteriach i nastepnie wyizolowatam z ciat inkluzyjnych. Ponadto uczestniczytam w wykonaniu
eksperymentdw zwigzanych z importem tego biatka do mitochondridw i jego blokada przy uzyciu
metotreksatu. Powyzsze wyniki zostaty zestawione w przegladowej pracy opublikowanej w Journal of
Bioenergetics and Biomembranes (Gatganska i in., 2010), w powstaniu ktérej moja rola polegata na
udziale przedyskutowaniu zawartosci, w tym gtdwnie tresci zwigzanej z biatkami tworzgcymi
kompleksy importowe TOM i TOB/SAM.

Ponadto, w ramach kolejnego wspomnianego projektu “Kanat VDAC jako cel dziatania
huntingtyny w rozwoju choroby Huntingtona”, podjetam sie wykonania zadania badawczego
dotyczacego oddziatywan ludzkiego biatka VDAC z biatkiem huntingtyny (Htt) oraz jej zmutowang
wersjg (mtHtt). W tym celu wykorzystatam szczepy drozdzy S. cerevisiae pozbawione izoform VDAC
(Aporl i Apor2), transformowane plazmidami do konstytutywnej ekspresji z wprowadzonymi cDNA
trzech ludzkich izoform biatka VDAC. Biatko Htt i mtHtt znakowane GST, otrzymatam wykonujac
ekspresje w komdrkach bakterii E. coli. Do zbadania ewentualnych oddziatywan Htt i mtHtt z biatkami
VDAC zastosowatam metode pull- down. W wyniku tych analiz nie udato sie jednoznacznie stwierdzic¢
oddziatywan Htt i mtHtt z zadng z izoform ludzkiego biatka VDAC. Z drugiej jednak strony otrzymatam
wyniki wskazujgce na oddziatywania drozdzowych biatek btony zewnetrznej z Htt i mtHtt, w tym
VDAC1, Tom40 oraz Tom70. Badania te wykonywane bylty w ramach dwéch prac dyplomowych, w
ktdrych petnitam role promotora.

Wspotpracowatam réwniez z dr Joanng Piedkowska, w badaniach nad identyfikacja
akwaporyn, kanatéw dla transportu glicerolu i wody u trzech $limakéw Lymnaea stagnalis,
Catascopia occulta, and Stagnicola palustris (Mollusca; Gastropoda; Pulmonata; Lymnaeidae), Moja
rola polegata na zaplanowaniu i udziale w wykonaniu testu komplementacji w mutancie drozdzowym
AAQP4. Wyniki te zostaty przedstawione w pracy opublikowanej w Journal of Biomembrane Biology
(Pienkowska i in., 2014). Na koricowym etapie sg prowadzone, zaplanowane przeze mnie badania
nad otrzymaniem petnej charakterystyki funkcjonalnej kompleksu TOB/SAM ameby A. castellanii i
$luzowca D. discoideum, co stanowi przedmiot badan w przewodzie doktorskim mgr Moniki Mazur (w
ktorym petnie role promotora pomocniczego). Celem prowadzonych aktualnie badan jest
skorelowanie ilosci form kompleksu TOB/SAM i ich sktadu podjednostkowego z cyklem zyciowym
$luzowca D. discoideum. Na prosbe edytora, razem z prof. Kmitg podjetam sie rdwniez uaktualnienia
rozdziatu w elektronicznej bibliotece elS, Wiley online Library, rozdziatu dotyczgcego metod. W
artykule pt.: "Mitochondria Protein Import: Methods” (Stojanowsky i in., 2017) uaktualnitam wiedze
teoretyczng i metodologiczng na temat importu biatka do mitochondriéw. W pracy tej petnie role
autora korespondujgcego.
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Moja dziatalnos¢ naukowo-badawcza zostata doceniona przez JM Rektora, z rgk ktdrego trzykrotnie
odbieratam Nagrody Zespotowe Il i Ill stopnia.

Moja praca na Woydziale Biologii wigze réwniez sie z obowigzkami dydaktycznymi i
organizacyjnymi. Poza obowigzkowymi zajeciami wynikajgcymi z zawsze wykonywanego peftnego
pensum dydaktycznego, prowadzitam rdéwniez dziatalno$s¢ zwigzang z popularyzacja wiedzy
wyrazajgcg sie w organizacji takich przedsiewzie¢ jak Festiwal Nauki, Nocy Biologéw oraz Noc
Naukowcow oraz wyktady i zajecia laboratoryjne dla klas promocyjnych, w ramach, cho¢ nie tylko,
Dni Akademickich. Od 2014 roku angazuje sie w organizacje i przebieg alternatywnego dla Nocy
Naukowcéw przedsiewziecia organizowanego w Liceum w Sremie nazywanego Noca Nauki. Z
ramienia OKE, petnitam role obserwatora matur. Dwukrotnie otrzymatam stypendium w ramach
programu Unii Europejskiej Erasmus plus Staff mobility plus na wyjazd na Uniwersytet w Katanii i
Paryzu. Ponadto, wzietam udziat w ttumaczeniu rozdziatu ”Glikoliza i glukoneogeneza” w VIl wydaniu
Biochemii L. Stryera. Uczestniczytam w realizacji grantu na kierunki zamawiane Biotechnologia i
Ochrona Srodowiska na Wydziale Biologii przeprowadzajac i opracowujac ankiety ewaluacyjne
majgce na celu weryfikowanie procesu ksztatcenia i przyznawania stypendium. Od 2016 roku jestem
cztonkiem Rady Instytutu Biologii Molekularnej WB i pracuje w Wydziatowym Zespole do Spraw
Jakosci Ksztatcenia (WZOJK), w ktédrym uczestnicze m.in. w opracowywaniu corocznych rekomendacji
do Rady Wydziatu.

6. Dane bibliometryczne po doktoracie (na dzien 17.03.2018)

Sumaryczny impact factor (zgodnie z rokiem opublikowania) wszystkich publikacji stanowigcych méj
dorobek naukowy, tgcznie z osiggnieciem habilitacyjnym wynosi 33,627 natomiast sumaryczna liczba
punktow MNISW wynosi 322

Liczba cytowan wg. Web of Science (WoS) 116

Indeks Hirscha wg. Web of Science: 8
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Tabela 1. Przewidywany sktad podjednostkowy kompleksow
TIM12,MIA, TIM22,TIM23,PAM,OXA A. castellanii, D. discoideum, D. fasciculatum, D. purpureum, P.
pallidium, E. dispar, E. nuttalli. Kolorami zaznaczono najblizsze pokrewienstwo do biatek przedstawicieli
innych supergrup (na podstawie; Buczek i in., 2016; Wojtkowska i in., 2017).
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