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1. Imig¢ i nazwisko

Bartosz Jan Rozycki

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytul rozprawy doktorskiej

* Stopien doktora nauk fizycznych w zakresie fizyki
Wydzial Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, 20 listopada 2006 r.
Tytul rozprawy doktorskiej: Stochastyczne modele adhezji bton komorkowych poza
rownowagq termodynamiczng
Promotor: prof. Marek Napiorkowski
* Stopien magistra fizyki
Wydzial Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, 14 czerwca 2002 r.
Tytut pracy magisterskiej: Sciste rozwigzanie dwuwymiarowego modelu zjawiska zwilzania
Promotor: prof. Marek Napiorkowski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

* od pazdziernika 2012: adiunkt. Instytut Fizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

* pazdziernik 2011 — pazdziernik 2012: staz podoktorski. Max Planck Institute of Colloids
and Interfaces. Poczdam, Niemcy. Mentor: prof. Reinhard Lipowsky

* pazdziernik 2008 — pazdziernik 2011: staz podoktorski. National Institutes of Health.
Bethesda, Maryland, USA. Mentor: prof. Gerhard Hummer

* listopad 2006 — wrzesien 2008: staz podoktorski. Max Planck Institute of Colloids and
Interfaces. Poczdam, Niemcy. Mentor: dr hab. Thomas Weikl

4. Bibliometryczne podsumowanie dorobku naukowego

Do mojego dorobku naukowego zaliczaja si¢ 33 artykuty naukowe (nie wliczajac publikacji
konferencyjnych) opublikowane w czasopismach znajdujacych na liscie Journal Citation Reports
(JCR). Sumaryczny Impact Factor tych publikacji (wyliczony wedlug listy JCR przy zatozeniu, ze
Impact Factor prac opublikowanych w roku 2017 jest taki sam jak w roku 2016) wynosi 206,1.

Dane bibliometryczne wedtug bazy danych Web of Science z dnia 11 12018 r.:
- Calkowita liczba cytowan: 805
- Wskaznik Hirscha: 16
- Wskaznik i-10: 20
- ResearcherID: B-7005-2009

Dane bibliometryczne wedtug Google Scholar z dnia 11 12018 r.:
- Calkowita liczba cytowan: 1017
- Wskaznik Hirscha: 18
- Wskaznik i-10: 20

Wigkszos¢ z moich artykutow naukowych zostata opublikowana w czasopismach poswieconych
fizyce (dwie publikacje w Physical Review Letters, jedna publikacja w Physical Review E, jedna
publikacja w New Journal of Physics, jedna publikacja w Journal of Physics: Condensed Matter,
trzy publikacje w Europhysics Letters 1 jedna publikacja w European Physics Journal E), a w



szczegoOlnosci fizyce matematycznej (jedna publikacja w Journal of Physics A: Mathematical and
General), fizyce statystycznej (jedna publikacja w Journal of Statistical Mechanics), fizyce
chemicznej (trzy publikacje w Journal of Chemical Physics 1 jedna publikacja w Physical
Chemistry Chemical Physics) 1 fizyce materii migkkiej (dwie publikacje w Soft Matter). Poniewaz
tematyka moich prac lezy na pograniczu fizyki, chemii i1 biologii, wyniki moich badan
opublikowane zostaty takze w czasopismach poswieconych chemii (jedna publikacja w Journal of
American Chemical Society), biologii chemicznej (jedna publikacja w Nature Chemical Biology),
biologii molekularnej (jedna publikacja w EMBO Reports), biologii strukturalnej (trzy publikacje w
Structure 1 dwie publikacjie w Journal of Structural Biology), biologii obliczeniowej (jedna
publikacja w PLoS Computational Biology) 1 biologii komorkowej (dwie publikacje w Cell). Kilka
z moich prac zostato opublikowanych takze w czasopismach poswieconych biofizyce 1 biochemii
molekularnej (jedna publikacja w Proteins: Structure, Function, Bioinformatics, jedna publikacja w
Molecular BioSystems) oraz ogblnie naukom przyrodniczym (jedna publikacja w Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, dwie publikacje w PLoS ONE).
Réznorodnos¢ czasopism publikujacych moje prace wynika z interdyscyplinarnego charakteru
prowadzonych przeze mnie badan oraz z moich wspotprac naukowych nie tylko z fizykami lecz
takze z biochemikami i biologami.

5. Wykazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

5.1 Tytul osiagni¢cia naukowego

Jednotematyczny cykl publikacji pod tytulem ,,Dynamika konformacyjna biatek
wielodomenowych w ramach modeli gruboziarnistych”

5.2 Spis publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia

H1. Bartosz Roézycki, Young C. Kim, Gerhard Hummer. SAXS ensemble refinement of ESCRT-111
CHMP3 conformational transitions. Structure 19: 109-116 (2011). Impact Factor w 2011 r.:
6,347. Ponad 100 cytowan wg. bazy danych Web of Science.

H2. Evzen Boura, Bartosz Rézycki, Dawn Z. Herrick, Hoi Sung Chung, Jaroslav Vecer, William A.
Eaton, David S. Cafiso, Gerhard Hummer, James H. Hurley. Solution structure of the ESCRT-1
complex by small angle X-ray scattering, EPR, and FRET spectroscopy. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 108: 9437-9442 (2011). Impact Factor w 2011 r.: 9,681.

H3. Evzen Boura*, Bartosz Rozycki*, Hoi Sung Chung, Dawn Z. Herrick, Bertram Canagarajah,
David S. Cafiso, William A. Eaton, Gerhard Hummer, James H. Hurley. Solution structure of
the ESCRT-I and -1I supercomplex: implications for membrane budding and scission. Structure
20: 874-886 (2012). Impact Factor w 2012 r.: 5,994.

H4. Bartosz Rozycki, Evzen Boura, James H. Hurley, Gerhard Hummer. Membrane-elasticity
model of coatless vesicle budding induced by ESCRT complexes. PLoS Comp. Biol. 8:
€1002736 (2012). Impact Factor w 2012 r.: 4,867.

HS. Bartosz Rozycki**, Marek Cieplak, Mirjam Czjzek. Large conformational fluctuations of the
multi-domain xylanase Z of Clostridium thermocellum. J. Struct. Biol. 191: 68-75 (2015).
Impact Factor w 2015 r.: 2,570.

* rowny wktad do pracy
** autor korespondencyjny



H6. Bartosz Rozycki**, Marek Cieplak. Stiffness of the C-terminal disordered linker affects the
geometry of the active site in endoglucanase Cel8A. Mol. BioSyst. 12: 3589-3599 (2016).
Impact Factor w 2016 r.: 2,781.

H7. Bartosz Rézycki, Pierre Andre Cazade, Shane O'Mahony, Damien Thompson, Marek Cieplak.
The length but not the sequence of peptide linker modules exerts the primary influence on the
conformations of protein domains in cellulosome multi-enzyme complexes. Phys. Chem. Chem.
Phys. 19: 21414-21425 (2017). Impact Factor w 2016 r.: 4,123.

HS8. Bartosz Roézycki**, Lukasz Mioduszewski, Marek Cieplak. Unbinding and unfolding of
adhesion protein complexes through stretching: Interplay between shear and tensile
mechanical clamps. Proteins: Struct., Funct., Bioinf. 82: 3144-3153 (2014). Impact Factor
w2014 r.: 2,627.

H9. Bartosz Roézycki**, Marek Cieplak. Citrate synthase proteins in extremophilic organisms:
Studies within a structure-based model. J. Chem. Phys. 141: 235102 (2014). Impact Factor
w 2014 r.: 2,952.

5.3 Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego zastosowania

Biatka stanowig ogromng rodzing zwigzkéw organicznych. Wystepuja we wszystkich organizmach
zywych oraz wirusach. Zaangazowane sg bezposrednio w praktycznie wszystkie funkcje komorek
biologicznych. Powszechnie znane przyktady to replikacja, transkrypcja 1 translacja kodu
genetycznego, metabolizm, sygnalizacja, transport i1 nadawanie ksztaltu komoérkom [1].
Zdumiewajacy wydaje si¢ fakt, ze podstawg tej ogromnej réznorodnosci i zlozonosci funkcji
petlnionych przez biatka jest sekwencja aminokwasowa.

Niektére biatka petnig funkcje metaboliczne. Sg nimi enzymy wykorzystujace substancje
odzywcze do pozyskiwania energii, ktora stuzy do podtrzymania proceséw zyciowych w
komorkach. Inne biatka posrednicza w transdukcji sygnatu, tzn. kontroli tancuchow reakcji
biochemicznych, ktoére pozwalajag komoérce reagowaé na zmiany w swoim $rodowisku. Komorki
uzywaja biatek takze jako materialu budulcowego. Na przyktad cytoszkielet — czyli molekularne
»rusztowanie” nadajace ksztatt komorkom eukariotycznym — zbudowany jest catkowicie z biatek.
Biatka dzialajg rowniez jako pompy 1 kanaty w btonach komérkowych. Mozna $miato stwierdzi¢, iz
czasteczki biatek organizujg zdecydowang wigkszos¢ dziatan kazdej zywej komorki [2]. Dlatego
zrozumienie podstaw zycia wymaga dogtebnego poznania fizycznych i chemicznych wtasnosci
czasteczek biatek.

Pionierskie prace Johna Kendrew i Maxa Perutza (Nagroda Nobla w dziedzinie chemii
przyznana w roku 1962 za okreSlenie pierwszej atomowej struktury bialek za pomoca
rentgenografii strukturalnej) doprowadzity do przelomowego odkrycia — dane biatko wykonuje
swoje funkcje biologiczne dzigki temu, iz posiada Scisle okreslong, stabilng strukturg przestrzenna,
ktora zwana jest strukturg natywna. Wyznaczenie struktury natywnej danego biatka prowadzi
zwykle do wyjasnienia tego, w jaki sposob wykonuje ona swoje funkcje. Do najwazniejszych
przyktadow ostatnich lat mozna zaliczy¢ struktury receptoréw sprezonych z biatkiem G, ktére
wyjasnily w jaki sposéb nastepuje transdukcja sygnalu poprzez blong komodrkowa oraz jak dziataja
hormony 1 opioidy [3,4]. Innymi waznymi przyktadami sg struktury catych wirusow, takich jak
enterowirus 71, ktore pomogly wyjasni¢ mechanizmy infekcji komorki i daty podstawe do
racjonalnego projektowania lekéw [5]. Znakomitym przyktadem racjonalnego projektowania lekow
sa niedawne prace Balbasa [6]. Wykorzystano w nich rentgenografi¢ strukturalng i symulacje
dynamiki molekularnej do racjonalnego wyboru testow przesiewowych, w ktorych zidentyfikowano
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okreslone zwigzki chemiczne hamujgce wzrost komorek raka prostaty odpornych na leki. Wydaje
sie, ze wykorzystanie metod badania struktur bialek do racjonalnego projektowania lekow bedzie
odgrywato coraz wazniejsza role¢ w medycynie [7].

Badania struktur biatek prowadza do poznania podstawowych procesow zyciowych na
poziomie molekularnym. Zrodzity si¢ one w latach pigédziesiatych i szes¢dziesigtych XX wieku z
rentgenografii strukturalnej. Wspotczesne badania struktur biatek [8][S4] czg¢sto wykorzystuja takze
takie metody jak magnetyczny rezonans jadrowy (NMR od ang. nuclear magnetic resonance),
kriogeniczna mikroskopia elektronowa (cryo-EM od ang. cryo-electron microscopy), Forsterowski
rezonansowy przekaz energii (FRET od ang. Férster resonance energy transfer), spektroskopia
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR od ang. electron paramagnetic resonance) oraz
rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami (SAXS od ang. small angle X-
ray scattering). Metody te, podobnie jak rentgenografia strukturalna, wywodzg si¢ z fizyki materii
skondensowanej 1 zostaty stopniowo zaadaptowane na potrzeby badan struktur biatek i1 innych
makromolekut.

Czasteczka nawet matego bialka zbudowana jest z tysigcy atomdéw potaczonych wzajemnie
przez réznorodne wigzania kowalencyjne 1 niekowalencyjne. Dlatego w opisie struktury
przestrzennej biatka pomocne jest wyroznienie kilku poziomdéw organizacji [1]. Sekwencja
aminokwasow (tzn. ich kolejnos¢ od konca N do C) w tancuchu polipeptydowym to tzw. struktura
pierwszorzedowa. Okreslenie odcinkow tancucha polipeptydowego tworzacych helisy o 1
harmonijki  stanowi tzw. struktur¢ drugorzedowsg. Natomiast trojwymiarowag konformacje, ktora
przyjmuje pofaldowany tancuch polipeptydowy, nazywa si¢ strukturg trzeciorzedowa.

W opisie struktury i funkcji biatka pomocne moze by¢ takze wyrdznienie jego domen.
Domeng tworzy cz¢s¢ tancucha polipeptydowego (zwykle od 50 to 350 aminokwaséw) zwinigta w
upakowang, stabilng i1 funkcjonalng strukturg przestrzenng. Domeny zawierajg zwykle kilka helis o
1/lub harmonijek B 1 stanowig element sktadowy wielu duzych bialek. Zazwyczaj r6zne domeny
danego biatka wykonujg rozne jego funkcje.

Wiazania niekowalencyjne, ktore powodujg faldowanie biatka do specyficznej konformacji,
pozwalaja réwniez bialkom wigza¢ si¢ ze soba, co prowadzi do powstania wigkszych struktur
biatkowych, czyli tzw. kompleksow biatkowych. Kazdy tancuch polipeptydowy w kompleksie
biatkowym zwany jest podjednostka. Jesli czgsteczka biatka jest kompleksem sktadajacym sie z
wiecej niz jednego tancucha polipeptydowego, to wyrdznia si¢ jeszcze jeden poziom organizacji —
tzw. strukture czwartorzgdows, czyli wzajemnie potozenie przestrzenne jego podjednostek.

Do konca XX wieku funkcjonowal paradygmat mowigcy, ze $cisle okreslona struktura
trzeciorzgdowa jest niezbedna dla prawidtowego funkcjonowania biatka w organizmie. Paradygmat
ten zostal zakwestionowany w pierwszych latach XIX wieku przez odkrycie bialek natywne
pozbawionych struktury trzeciorzedowej, ktore pomimo braku stabilnej struktury w warunkach
fizjologicznych pozostaja w petni funkcjonalne [9]. Stanem natywnym biatka tego rodzaju jest
zespot roznorodnych konformacji. Biatka natywne pozbawione struktury trzeciorzgdowej zwane sg
takze biatkami inherentnie nieuporzadkowanymi lub bialtkami typu IDP (od ang. intrinsically
disordered protein).

Wazng klasa biatek pozbawionych struktury trzeciorzedowej sg biatka wielodomenowe, w
ktorych odrebne, ustrukturyzowane domeny potaczone s3 nieustrukturyzowanymi odcinkami
fancucha polipeptydowego [10]. Chociaz sg one powszechne i petlnig wiele istotnych funkcji w
komorkach biologicznych, biatka takie okazuja si¢ czesto bardzo trudne do zbadania za pomoca
konwencjonalnych metod. Ot6z, nie mogg by¢ one zbadane catosciowo metodami rentgenografii
strukturalnej ze wzgledu na obecno$¢ nieustrukturyzowanych lacznikow migdzydomenowych
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(mogg by¢ wyznaczone tylko struktury poszczegdlnych, ustrukturyzowanych domen lub
podjednostek). Nie mogg by¢ takze zbadane metodami magnetycznego rezonansu jadrowego ze
wzgledu na duze rozmiary (zwykle rzedu kilkuset kDa). Dlatego do badan molekularnych tego typu
biatek uzywa si¢ coraz cz¢sciej tzw. metod hybrydowych, ktore korzystaja z zaawansowanych
technik obliczeniowych do 13czenia i1 interpretacji danych z wielu réznorodnych, wzajemnie
uzupelniajacych si¢ doswiadczen [8]. M¢j wktad do badan w tym zakresie polegat na opracowaniu i
implementacji metody hybrydowej o nazwie EROS (od ang. ensemble refinement of SAXS) [H1],
ktora Iaczy symulacje komputerowe gruboziarnistego modelu bialek wielodomenowych z
wynikami do$wiadczen rozpraszania promieniowania rentgenowskiego pod matlymi katami na
biatkach w $rodowisku wodnym. Metode te stopniowo poszerzalem i modyfikowalem. Obecnie
umozliwia modelowanie zespoléw konformacyjnych biatek na podstawie wynikéw doswiadczen
SAXS, elektronowego rezonansu paramagnetycznego i Forsterowskiego rezonansowego przekazu
energii [H2,H3]. Zastosowatem ja mi¢dzy innymi do scharakteryzowania konformacji kompleksow
biatkowych ESCRT [H1,H2,H3], kinazy biatkowej C [S1] oraz kinaz tworzacych kompleksy z
fosfatazami [S2,S3].

Kompleksy biatkowe ESCRT (od ang. endosomal sorting complexes required for transport)
zaangazowane s3 w transport wewnatrzkomérkowy [11,12,13]. Ich zasadniczg funkcjg jest
ksztaltowanie 1 koordynacja dziatania endosomow. (Endosomy to organelle komorkowe
odpowiadajace za sortowanie materiatu pobranego do wnetrza komoérki w drodze endocytozy). Mo;j
wktad w badania dotyczace charakterystyki konformacji [H1,H2,H3] 1 mechanizméw dziatania
[H3,H4] kompleksow biatkowych ESCRT przedstawiony jest w rozdziale 5.3.1. W rozdziale tym
opisane sg takze zasadnicze elementy metody EROS, ktora opiera si¢ na podstawach mechaniki
statystycznej, takich jak metoda maksymalnej entropii, rozktad Boltzmanna i symulacje Monte
Carlo.

Metoda EROS 13czy symulacje Monte Carlo z wynikami doswiadczen SAXS.
Analogicznego potaczenia uzylem do analizy zespotu konformacyjnego wielodomenowego enzymu
wchodzacego w sklad celulozomu bakterii cieptolubnej Clostridium thermocellum [HS].
Celulozomy to kompleksy enzyméw rozkiadajacych polisacharydy tworzace $ciany komorek
roslinnych — celuloze i hemiceluloze — na cukry proste [14,15]. Wspdlng cecha celulozomow i
kompleksow biatkowych ESCRT jest ich ,,architektura molekularna” — wiele domen 1 podjednostek
potaczonych nieustrukturyzowanymi, elastycznymi odcinkami fancucha polipeptydowego o
roznych sekwencjach 1 dlugosciach. Moje badania biatek celulozomalnych dotyczyly gtownie
wiasnosci [H5,H7] 1 funkcji [H6,H7] tacznikow miedzydomenowych. Symulacje modeli zaréwno
gruboziarnistych jak i1 pelnoatomowych wykazuja, ze nieustrukturyzowane odcinki tancucha
polipeptydowego pomiedzy domenami nie petnig jedynie roli tacznikow lecz wywieraja takze
wptyw na konformacje taczonych domen [H6,H7]. Jednak skala tego efektu mocno zalezy od
dtugosci 1 sztywnosci tacznikow miedzydomenowych [H7]. Wyniki te sugeruja miedzy innymi, ze
sekwencja aminokwasowa tacznikdow migdzydomenowych moze w nietrywialny sposob
modulowa¢ aktywnos$¢ enzymatyczng celulozomow [H6]. M¢j wktad do badan wielodomenowych
biatek celulozomalnych opisany jest w rozdziale 5.3.2.

Moj wkiad do badan biatek wielodomenowych i kompleksow biatkowych polegat nie tylko
na charakterystyce konformacji [H1,H2,H3,H5] 1 mechanizmow dziatania [H3,H4,H6,H7] lecz
takze na analizie ich stabilno$ci mechanicznej [H8] i termicznej [H9]. Mo6j wkiad w badania
stabilnosci biatek wielodomenowych i komplekséw biatkowych opisany jest w rozdziale 5.3.3.

Co do stabilno$ci mechanicznej, to nalezy na wstepie zaznaczy¢, ze pewne rodzaje biatek
poddawane sg w warunkach fizjologicznych dzialaniom sit zewn¢trznych. Przyktadem sg biatka
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adhezyjne, ktorych domeny transbtonowe wbudowane sa w blong¢ komoérkowa, a domeny
zewnatrzkomorkowe wigzg si¢ z bialtkami w blonie innej komorki [1,2]. Biatka adhezyjne
posrednicza w oddzialywaniach mie¢dzykomoérkowych, ktéore zachodza np. podczas tworzenia
tkanek oraz w procesie rozpoznawania przez leukocyty otaczajacych je komorek. Aby pozostawaty
funkcjonalne, biatka adhezyjne musza zachowywac¢ swojg strukturg, gdy na przylegajace komorki
dziataja sity zewnetrzne. Badania mechanostabilnosci kompleksow biatek adhezyjnych
prowadzitlem przy uzyciu metod dynamiki molekularnej w ramach modelu gruboziarnistego typu
Go [H8], ktory oparty jest na mapie kontaktow wystepujacych w strukturze natywnej. Wyniki tych
symulacji podsumowane sg w rozdziale 5.3.3.

Co do termicznej stabilno$ci biatek, to warto zwroci¢ uwage na to, ze organizmy zywe
przystosowane sg do roznych zakresOw temperatur wystepujacych na Ziemi. Przyktadowo,
zimnolubne bakterie Planococcus halocryophilus zyja w temperaturach tak niskich jak -15°C, a
metabolizm podtrzymuja nawet w temperaturze -25°C [16]. Natomiast cieptolubne archeobakterie
Geogemma barossii, ktore odkryto wokot komina hydrotermalnego na dnie oceanu, wzrastajg 1
namnazajg si¢ w temperaturach do 120°C [17]. Biatka organizmow cieplolubnych pozostaja wiec
funkcjonale w temperaturach, w ktérych biatka innych organizmow ulegaja denaturacji. Obserwacja
ta prowokuje nastepujgce pytania: jakie cechy strukturalne i topologiczne oraz jakie wihasnosci
fizykochemiczne determinujg stabilno$¢ struktury i funkcjonalno$¢ biatek w roznych zakresach
temperatur? Zagadnienie to badane jest od ponad trzech dekad. M¢j wktad do tej tematyki badan
[H9] dotyczyt termostabilnosci wielodomenowego enzymu — ktéry jest homodimerem, czyli
kompleksem dwoch takich samych biatek — wystepujacego w organizmach zaréwno cieptolubnych
jak 1 zimnolubnych. Badania te przeprowadzilem przy uzyciu metod dynamiki molekularne; w
ramach modelu gruboziarnistego typu Go. Wyniki tych badan opisane sg w rozdziale 5.3.3.

5.3.1 Konformacje i mechanizmy dzialania bialek ESCRT (publikacje H1, H2, H3, H4)

Endosomalne kompleksy sortujgce wymagane do transportu (ESCRT od ang. Endosomal Sorting
Complexes Required for Transport) to grupa biatek, do ktérych zalicza si¢ kompleksy oznaczone
jako ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II i ESCRT-III [18,13]. Bialka ESCRT obecne sa w plynie
wewnatrzkomorkowym 1 wigzg si¢ ze swoistymi skladnikami bton lipidowo-biatkowych.
Przyktadowo, niektore z biatek tworzacych kompleksy ESCRT-0 i ESCRT-II posiadaja domeny
wigzace 3-fosforan fosfatydyloinozytolu (PI3P), ktory jest fosfolipidem wystepujacym w blonie
cytoplazmatycznej oraz w btonie endosoméw. Inne domeny biatek tworzacych ESCRT-0, ESCRT-I
1 ESCRT-II wiaza natomiast ubikwityne. (Ubikwityna jest malym biatkiem przytagczanym
kowalencyjnie do tych biatek na powierzchni endosomoéw, ktdre przeznaczone sa do degradacji w
organellach zwanych lizosomami). Ksztalttowanie 1 dojrzewanie endosomow zachodzi na skutek
wigzania do ich powierzchni kolejno kompleksow biatkowych ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II 1
ESCRT-III [13].

Biatka ESCRT zostaly zidentyfikowane w rozmaitych organizmach — od drozdzy po
cztowieka. Oprocz koordynacji dziatania endosoméw, znane sg tez inne funkcje bialek ESCRT
[11]. Przyktadowo, biorg one udziat w koncowym etapie podziatu komoérek, gdy btona komorki
macierzystej rozdzielana jest od blony komoérki potomnej. Okazuje si¢ takze, ze pewne wirusy (w
tym HTLV oraz HIV-1) wykorzystuja biatka ESCRT do tego, by wydosta¢ si¢ z zainfekowane;j
komorki gospodarza.

Znamienng cechg bialek ESCRT jest efekt ich dziatania na btony komérkowe. Wywotuja
one bowiem paczkowanie btony cytoplazmatycznej] w kierunku na zewnatrz komorki, a blony
endosomalnej — w kierunku do wnetrza endosomu [13,19]. W procesach tych deformacja bton
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zachodzi zatem w kierunku przeciwnym do kierunku, z ktérego biatka ESCRT wigza si¢ z btong (co
zilustrowatem na rys. 1 w pracy [H4]). Jeszcze bardziej ciekawy wydaje si¢ fakt, ze biatka ESCRT
zostaly zaobserwowane jedynie w szyjce taczacej nowo powstaty paczek btony lipidowo-biatkowy
z blong macierzysta (tzn. btong cytoplazmatyczng lub endosomalng) [20,21]. Mimo intensywnych
badan w tym zakresie, do tej pory nie udato si¢ wyjasni¢ mechanizméw molekularnych lezacych u
podstaw procesu deformacji bton przez biatka ESCRT.

ESCRT-0, ESCRT-I i ESCRT-II tworzone s3 w ptynie wewnatrzkomérkowym jako trzy
oddzielne kompleksy biatkowe [18]. Natomiast podjednostki kompleksu ESCRT-III nie wigza si¢
ze sobg w plynie wewnatrzkomérkowym lecz tylko na powierzchni blony. Przewiduje si¢, ze
podjednostki kompleksu ESCRT-III w ptynie wewnatrzkomdérkowym wystepuja w stanie
nieaktywnym lub ,,zamknietym”, w ktérym nie moga wigza¢ si¢ wzajemnie [22]. Natomiast na
powierzchni blony przechodza w stan aktywny lub ,,otwarty” i dopiero woéwczas tworzy si¢
kompleks ESCRT-III [22]. Przejscie z konformacji zamknigtej do otwartej jest prawdopodobnie
spowodowane oddziatywaniami elektrostatycznymi podjednostek ESCRT-III z btong. Przemawiaja
za tym miedzy innymi doswiadczenia SAXS na podjednostce CHMP3 w roztworach wodnych o
roznych stezeniach soli [23]. Wyniki tych doswiadczen wykazuja, ze gdy stezenie soli w roztworze
nie jest wigksze od stgzenia fizjologicznego (150mM), to CHMP3 przyjmuje konformacje
zamknietg. Natomiast gdy stezenie soli w roztworze znacznie przekracza st¢zenie fizjologiczne, a
zatem gdy oddzialywania elektrostatyczne sg efektywnie ekranowane na odleglo$ciach mniejszych
od 1 nm, to biatko CHMP3 przyjmuje konformacje otwartg. Zatem ekranowanie oddziatywan
elektrostatycznych ma znaczny wpltyw na rozmieszczenie domen w podjednostce CHMP3.

Metoda SAXS jest obecnie standardowo uzywana do wyznaczania charakterystycznych
rozmiarow 1 ksztalttow biatek. Pomijajac pewne aspekty techniczne, procedura jest nastepujaca.
Wynikiem pomiaréw SAXS na makroczasteczkach w $rodowisku wodnym jest tzw. krzywa
rozproszeniowa, czyli zalezno$¢ natezenia promieniowania rentgenowskiego w funkcji kata
rozproszenia. Odwrotna transformata Fouriera krzywej rozproszeniowej daje rozktad odleglosci
pomigdzy parami atoméw w badanym biatku. Na podstawie tego rozktadu 1 sekwencji
aminokwasowej biatka (oraz przy upraszczajagcym zatozeniu rOwnomiernego roztozenia masy w
czasteczce biatka) wyznacza si¢ tzw. obwiedni¢ molekularng, ktora reprezentuje przestrzen
zajmowang przez czgsteczke biatka [24,25]. Obwiednie molekularne dostarczajg informacji o
charakterystycznych rozmiarach badanego bialtka 1 pozwalaja zwizualizowa¢ jego ksztatt. Jednak
nie pozwalajg one okresli¢ atomowe;j struktury biatka i dlatego SAXS jest powszechnie uznawana
za metode o niskiej rozdzielczos$ci przestrzenne;.

W pracy [23] wyznaczono obwiednie molekularne biatka CHMP3 w roztworach o niskim i
wysokim st¢zeniu soli. Obwiednie te wyraznie wskazujg na réznice migdzy konformacja otwartg a
zamknieta, jednak nie pozwalaja na ich szczegétowy opis. Aby wypeti¢ te luke poznawcza,
wykonatem symulacje komputerowe biatka CHMP3 [HI1]. Poniewaz znaczne zmiany
konformacyjne biatek wielodomenowych sg bardzo trudne do probkowania w symulacjach
dynamiki molekularnej z rozdzielczo$cig atomowa, wigc na potrzeby badan biatka CHMP3 uzytem
modelu gruboziarnistego, ktory zostat wprowadzony przez Kima i Hummera [26]. Glowne
elementy tego modelu — ktoéry oznacza¢ bede jako model KM — podsumowane sa w akapicie
ponize;j.

Model KM jest modelem gruboziarnistym, w ktorych cale aminokwasy reprezentowane sg
przez pojedyncze ,.kulki” lub ,,ziarna”. Domeny biatkowe o znanych strukturach (tzn. strukturach
wyznaczonych przy uzyciu metod krystalografii strukturalnej lub NMR) reprezentowane sg przez
bryly sztywne uformowane z owych ,,ziaren”. Bryly sztywne podlegaja jedynie przesunig¢ciom i

8



obrotom w trakcie symulacji. Natomiast nieustrukturyzowane petle 1 taczniki miedzydomenowe
reprezentowane sg przez tancuchy ,,ziaren” odpowiednich aminokwasow. Energia potencjalna tych
obiektow zawiera cztony zwigzane z lokalnym rozcigganiem, zgnaniem i skrgcaniem tancuchow.
Oddziatywania fizyczne miedzy ,,ziarnami”, ktére tworzg zardwno sztywne domeny jak i gietkie
faczniki migdzydomenowe, opisane sg przez energi¢ potencjalng zawierajagcg dwa komponenty (i)
statystyki wystgpowania kontaktéw migdzy aminokwasami oraz (ii) potencjat elektrostatyczny w
przyblizeniu Debye’a-Hiickela. Zmiany dlugosci Debye’a, ktéra opisuje zasigg oddzialywan
elektrostatycznych w roztworach wodnych, umozliwiajg symulacje bialek w roztworach o réznych
sitach jonowych. Jak zostalo wykazane w serii symulacji Monte Carlo, dobrana w ten sposob
energia potencjalna poprawnie przewiduje struktury i1 stale rownowagi wielu kompleksow
biatkowych [26]. Wynik ten wskazuje na to, ze symulacje modelu KH prawidlowo probkuja
rzeczywiste konformacyjne komplekséw biatkowych.

W ramach opisu KM, model biatka CHMP3 zawiera trzy bryly sztywne: (i) rdzen ztozony z
helis al-04, ktorego struktura zostata wyznaczona metodg rentgenografii strukturalnej (kod PDB:
3FRT), (i1) helisy a5 1 (iii) helisy a6. Sg one polaczone dwoma nieustrukturyzowanymi tgcznikami
miedzydomenowymi (jak zilustrowatem to na rys. 3 w pracy [H1]). Symulacje komputerowe biatka
CHMP3, ktore wykonatem w ramach modelu KH uzywajac metody Monte Carlo, prowadza do
wynikéw jakosciowo zgodnych z wynikami pomiarow SAXS na biatkku CHMP3 [H1]. Otoz, dla
dtugosci Debye’a wigkszych od 1 nm, ktére odpowiadajg niskim stezeniom soli w roztworze,
zarowno helisa a5 jak 1 taczniki miedzydomenowe tworzg czeste kontakty z rdzeniem biatka
CHMP3, a helisa a6 pozostaje w bliskim otoczeniu rdzenia. Te konformacje odpowiadajg stanowi
zamknietemu biatka CHMP3. Natomiast dla dlugosci Debye’a mniejszych od 1 nm, ktore
odpowiadajg wysokim stezeniom soli w roztworze, zarowno helisa a5 jak i helisa a6 sg oddzielone
od rdzenia biatkka CHMP3 1 zwykle pozostaja z dala niego. Te konformacje odpowiadajg stanowi
otwartemu biatka CHMP3.

W celu ilosciowego poroéwnania opisanych powyzej wynikoOw symulacji z wynikami
doswiadczen SAXS, obliczylem krzywe rozproszeniowe dla otrzymanych z symulacji zespotow
konformacyjnych biatka CHMP3 w roztworach o matych i duzych sitach jonowych. Obliczone
krzywe rozproszeniowe zgadzaja si¢ z danymi uzyskanymi z doswiadczen SAXS, jednak istnieja
miedzy nimi pewne rozbieznosci (przedstawilem to na rys. 2 w pracy [HI]). Aby poprawic
zgodno$¢ wysymulowanych zespotow konformacyjnych biatka CHMP3 z wynikami doswiadczen
SAXS, wprowadzitem i zaimplementowalem metod¢ nazwang EROS (od ang. ensemble refinement
of SAXS). Metoda ta opisana jest zwi¢zle ponizej.

Modelowanie konformacji biatek metoda EROS przebiega w dwdch etapach. W pierwszym
etapie wykonywane sg symulacje komputerowe danego biatka lub kompleksu biatkowego, w
wyniku ktorych wygenerowana zostaje pula modeli strukturalnych. W ten sposéb otrzymywany jest
»wstepny” zespot konformacyjny badanego biatka lub kompleksu biatkowego. W drugim etapie 6w
zespot konformacyjny zostaje poprawiony w taki sposob, aby osiggna¢ zgodnos$¢ z dostepnymi
danymi doswiadczalnymi 1 jednoczesnie wprowadzi¢ mozliwie niewielkie modyfikacje w
oryginalnym (wstepnym) zespole konformacyjnym, ktory otrzymany zostal z symulacji. Wykonuje
si¢ to w nastepujacy sposob:

* Modele strukturalne wygenerowane w procesie symulacji sg najpierw segregowane na
podstawie wzajemnego podobienstwa i grupowane w zbiory. Dany zbior sktada si¢ z modeli
strukturalnych (zwykle od kilku do kilkudziesieciu modeli), ktore sa wzajemnie podobne. W
celu podziatu puli modeli na roztgczne zbiory stosuje si¢ standardowe algorytmy grupowania,



np. algorytm centroidéw (ang. k-means) lub algorytm typu QT (od ang. quality threshold),
natomiast jako miary podobienstwa modeli uzywa si¢ DRMS (od ang. distance root mean
square).

* Dla kazdego ze zbiorow osobno oblicza si¢ nastepnie krzywa rozproszeniowa, gdyz zaleznos$¢
nat¢zenia promieniowania rozproszonego w funkcji kata rozproszenia mierzona jest w
doswiadczeniach SAXS. Obliczen tych dokonuje si¢ oczywiscie na podstawie poszczegdlnych
struktur przypisanych do zbioréw. Waznym elementem obliczen krzywych rozproszeniowych
jest uwzglednienie otoczki hydratacyjnej na powierzchni bialka.

* Nastepnie zbiorom modeli strukturalnych przypisuje si¢ wagi statystyczne i przyjmuje si¢, ze
srednia wazona po zbiorach reprezentuje $Srednig po zespole statystycznym. Dlatego krzywa
rozproszeniowa usrednione po catym zespole statystycznym, ktora ma zosta¢ poréwnana
bezposrednio z wynikami doswiadczen SAXS, zalezy od wag statystycznych przypisanych
zbiorom modeli strukturalnych. Wybierajagc zatem odpowiednie wagi statystyczne mozna
zwykle osiggna¢ zgodno$¢ wynikdw doswiadczalnych z wynikami teoretycznymi (tzn.
zgodno$¢ wielkosci zmierzonych w doswiadczeniach z wielko$ciami obliczonymi na podstawie
symulowanych modeli strukturalnych po usrednieniu z odpowiednimi wagami).

* Aby unikng¢ nadmiernego dopasowania (ang. overfitting) oraz problemu niejednoznacznos$ci
wyboru odpowiednich wag statystycznych, dopasowanie wielkosci teoretycznych do
doswiadczalnych opiera si¢ na metodzie maksymalnej entropii. Metoda to sprowadza si¢ do
numerycznej minimalizacji roznicy dwoch funkcji. Pierwsza z tych funkeji, y°, opisuje stopien
zgodnos$ci przewidywan teoretycznych z wynikami do$wiadczen i1 zalezy w skomplikowany
sposob od wag statystycznych zbioréw symulowanych struktur. Druga z tych funkcji, S, ma
posta¢ analogiczng do entropii Shannona i1 ro$nie wraz ze zmianami wag statystycznych
zbiorow. W wyniku minimalizacji réznicy tych dwoéch funkcji otrzymuje si¢ zespot
konformacyjny (tzn. zestaw zbiorow modeli strukturalnych wraz z przyporzadkowanymi im
wagami statystycznymi), ktory jest zgodny z wynikami doswiadczen, a jednoczesnie jest
mozliwie podobny do zespotu konformacyjnego otrzymanego bezposrednio z symulacji (tzn.
puli modeli strukturalnych bez przypisanych wag statystycznych).

Procedura opisana powyzej moze by¢ uogdlniona i zastosowana do modelowania konformacji

biatek na podstawie innych doswiadczen — nie tylko SAXS — w ktorych mierzony sygnat

usredniony jest po zespole statystycznym.
Metody opisanej powyzej uzylem do wyznaczenia zespotéw konformacyjnych biatka CHPM3

w roztworach o roznych sitach jonowych [H1]. Natomiast do konstrukcji zespotow
konformacyjnych kompleksow biatkowych ESCRT-I [H2], ESCRT-II i ESCRT-I-II [H3] uzytem
prostszego sposobu, ktory sprowadza si¢ do wyboru najmniejszego mozliwego zestawu zbiorow
struktur, ktory daje zgodno$¢ teorii z do§wiadczeniem. Zaletg takiego podejsécia jest niewatpliwie
to, ze otrzymany zespot konformacyjny jest zwykle reprezentowany tylko przez kilka struktur, ktore
moga by¢ latwo zwizualizowane 1 zinterpretowane. Jednak odrzucajac znaczng czes¢ modeli
strukturalnych otrzymanych z symulacji molekularnych, metoda ,,minimalnego zespolu” nie
wykorzystuje w pelni prognostycznych mozliwosci symulacji komputerowych, ktére oparte sg na
zasadach fizyki i chemii.

Do wyznaczenia konformacji kompleksow biatkowych ESCRT-I, ESCRT-II i ESCRT-I-II
[H2,H3] uzyte zostaly nie tylko symulacje gruboziarniste i doswiadczenia rozproszeniowe SAXS
lecz takze dwie znamienne techniki spektroskopowe oparte na ukierunkowanym znakowaniu, tj.
Forsterowski rezonansowy przekaz energii (FRET od ang. Férster resonance energy transfer) i
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elektronowy rezonans paramagnetyczny (EPR od ang. electron paramagnetic resonance). Zjawiska
fizyczne lezace u podstaw tych technik sg zupetnie rézne — przenoszenie energii miedzy dwoma
chromoforami na drodze innej niz promieniowanie (FRET) 1 elektronowy rezonans
paramagnetyczny (EPR). Jednak ich podstawowe zastosowanie do strukturalnej charakteryzacji
biatek wykorzystuje ich wspdlng ceche — obie metody moga mianowicie dostarcza¢ informacji o
odlegtosciach pomigdzy parami czasteczek ,,znacznikéw”, ktére zwigzane sg kowalencyjnie do
badanych biatek. W jednym przypadku (FRET) s3 to odleglosci miedzy dipolami elektrycznymi
czasteczek znacznikéw, a w drugim (EPR), odlegtosci miedzy niesparowanymi elektronami
znacznikow spinowych. Metoda spektroskopii EPR, ktéra moze dostarczy¢ informacji o
odlegtosciach migdzy znacznikami spinowymi, to metoda podwojnego rezonansu elektronowego
(DEER od ang. Double Electron-Electron Resonance).

Odlegtosci migdzy parami znacznikdw dostarczajg fragmentarycznych informacji o
strukturach znakowanych biatek. Jednak w potaczeniu z danymi z komplementarnych do§wiadczen,
takich jak SAXS, moga by¢ one bardzo przydatne do modelowania konformacji biatek. Wyniki
pomiaréw FRET 1 DEER naktadaja mianowicie ,,lokalne” ograniczenia na odleglosci miedzy
roznymi domenami biatkowymi lub podjednostkami, a dane z doswiadczen SAXS dostarczaja
»globalnych” informacji o rozmiarze i ksztatcie badanego biatka lub kompleksu biatkowego.
Dlatego pofaczenie doswiadczen SAXS, FRET i/lub DEER z symulacjami komputerowymi
(dynamiki molekularnej lub Monte Carlo) jest efektywnym 1 rzetelnym sposobem badania
konformacji biatek wielodomenowych 1 kompleksow biatkowych.

Wspotczesne badania struktur biatek korzystaja obficie z metod modelowania
molekularnego. Wyznaczanie struktur na podstawie wynikow doswiadczen krystalograficznych lub
NMR wymaga modelowania wszystkich atoméw tworzacych dang czasteczke biatka. Natomiast do
interpretacji wynikow doswiadczen SAXS wystarcza modelowanie typu gruboziarnistego,
przyblizajace grupy atomoéw przez pojedyncze ,,ziarna”, gdyz rozdzielczo$¢ przestrzenna metody
SAXS jest mniejsza od rozmiaroOw aminokwasow (zazwyczaj pomiedzy 1 a 2 nm). Z kolei do
analizy 1 interpretacji wynikow doswiadczen FRET 1 DEER konieczne jest modelowanie
znacznikow fluorescencyjnych i1 paramagnetycznych z rozdzielczoscig atomowg. Metoda EROS
wykorzystuje symulacje gruboziarniste, gdyz zostata wprowadzona z myslg o badaniach duzych
biatek wielodomenowych, ktére moga wykazywa¢ znaczne zmiany konformacyjne. Natomiast
atomowe struktury znacznikow fluorescencyjnych 1 paramagnetycznych sa wykorzystywane w
odpowiednio zmodyfikowanej metodzie EROS [H2,H3] na etapie poprawiania zespotu
konformacyjnego, gdy wyniki symulacji porownywane sg z wynikami do§wiadczen FRET 1 DEER.

Zespot  konformacyjny moze zosta¢ wyznaczony na podstawie dopasowania
wysymulowanych modeli strukturalnych albo do wynikow pomiaréw doswiadczalnych (takich jak
np. krzywa rozproszeniowa) albo do ,,przetworzonych” danych, ktére otrzymane zostaly na
podstawie danych do$wiadczalnych (takich jak np. rozktad odleglosci pomiedzy parami atoméw w
biatku, ktéry jest transformata Fouriera krzywej rozproszeniowej). Aby jednak unikngé
potencjalnych bledow wynikajacych z wprowadzenia roznego rodzaju artefaktow przy
przetwarzaniu danych, takich jak np. z regularyzacja danych, metoda EROS [HI1] oraz jej
modyfikacje [H2,H3] opieraja si¢ na dopasowaniu zespolu konformacyjnego bezposrednio do
danych eksperymentalnych. Bardzo wazna jest takze walidacja przeprowadzonej procedury
obliczeniowej, ktéra polega na sprawdzeniu, ze zaproponowany zespot konformacyjny jest zgodny
z wynikami do§wiadczen, ktore nie zostalty wykorzystane do konstrukeji tego zespotu [H2,H3].

Prace [H2,H3] dostarczyly wielu waznych informacji na temat konformacji i mechanizmoéow
dziatania kompleksow biatkowych ESCRT-I 1 ESCRT-II. Kompleks ESCRT-I sktada si¢ z czterech
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podjednostek oznaczonych jako Vps28, Vps37, Vps23 1 Mvbl2 (rys. 1 w pracy [H2]). Rdzen
ESCRT-I zawiera fragmenty wszystkich czterech podjednostek. Do rdzenia przylaczone sg —
poprzez dhugie, nieustrukturyzowane fragmenty tancuchow polipeptydowych — trzy domeny: (i)
domena CTD biatka Vps28, ktora wigze si¢ z jednym z biatek z kompleksu ESCRT-II, (ii) domena
UEV biatka Vps23, ktora wigze ubikwityng, (iii) domena NTH biatka Vps37, ktora wigze si¢ —
prawdopodobnie na skutek oddzialywan -elektrostatycznych — z blong endosomalng lub
cytoplazmatyczng. Struktury wszystkich tych domen s3 znane i zdeponowane w bazie PDB.
Podjednostka Mvb12 posiada na N-koncu dhugi, nieustrukturyzowany fragment *lancucha
polipeptydowego. Caty kompleks ESCRT-I zbudowany jest z prawie tysigca aminokwasow, a jego
masa wynosi okoto 108 kDa.

Wykonatem symulacje kompleksu ESCRT-I w ramach gruboziarnistego modelu KH [H2].
Okazuje si¢, ze sposrod kilkudziesieciu tysigcy modeli strukturalnych wygenerowanych w tych
symulacjach, zaden z osobna nie daje krzywej rozproszeniowej zgodnej z danymi otrzymanymi z
doswiadczen SAXS. Jednak dwa zbiory modeli strukturalnych, wzigte z rownymi wagami
statystycznymi, dajg bardzo dobrg zgodno$¢ z wynikami pomiaréw SAXS (rys. 2 w pracy [H2]).
Jeden z tych zbiorow modeli strukturalnych odpowiada konformacji zamknietej, w ktorej domeny
CTD 1 UEV znajduja si¢ w poblizu rdzenia ESCRT-I. Natomiast drugi zbiér modeli strukturalnych
odpowiada konformacji otwartej, w ktorej domeny CTD i1 UEV nie tworza bezposrednich
kontaktow ze rdzeniem. Co ciekawe, minimalny zespot konformacyjny zgodny zar6wno z danymi z
doswiadczen SAXS jak i z wynikami pomiaréw DEER (rys. 3 w pracy [H2]) sktada si¢ az z sze$ciu
zbiorow modeli strukturalnych (rys. 4 w pracy [H2]). Trzy z nich odpowiadaja konformacji
otwartej. Trzy pozostate odpowiadaja konformacjom zamknietym, w ktorych domeny CTD 1 UEV
tworza rozne kontakty z rdzeniem ESCRT-I. Wyniki te wzigte razem pokazuja, ze ESCRT-I
przyjmuje spektrum réznorodnych konformacji, a oddzialywania migedzy domenami sg stabe 1
krotkotrwate.

Kompleks ESCRT-II (rys. 2 w pracy [H3]) sktada si¢ podjednostki Vps36, podjednostki
Vps22 i dwoch podjednostek Vps25 (stechiometria tego kompleksu to 1:1:2). Rdzen kompleksu
ESCRT-II sktada si¢ z obu podjednostek Vps25, podjednostki Vps22 oraz fragmentu podjednostki
Vps36. Biatko Vps36 zawiera takze domen¢ GLUE oraz dwie domeny (NZF1 i NZF2) wigzace
jony cynku. Domena GLUE wiaze PI3P, ktéry jest fosfolipidem wystepujacym w blonie
cytoplazmatycznej oraz w btonie endosoméw. Domena NZF1 wigze si¢ do domeny CTD biatka
Vps28 nalezacego do kompleksu ESCRT-I. Domena NZF2 wigze ubikwityng. Domeny GLUE,
NZF1 i NZF2 polaczone s3 z rdzeniem ESCRT-II bardzo dlugim, nieustrukturyzowanym
fragmentem biatka Vps28. Struktury wszystkich tych czterech domen sg znane i zdeponowane w
bazie PDB.

Wykonatem symulacje kompleksu ESCRT-II w ramach modelu KH [H3]. Na podstawie
wynikéw tych symulacji wyznaczytem nastgpnie minimalny zesp6ét konformacyjny zgodny
zaro6wno z krzywymi rozproszeniowymi otrzymanymi z doswiadczen SAXS (rys. 1 w pracy [H3])
jak 1 z histogramami wydajnos$ci przekazu energii wyznaczonymi na podstawie pomiarow FRET
(rys. 3 w pracy [H3]). Otrzymany w ten sposob zespot konformacyjny reprezentowany jest przez 15
modeli strukturalnych (rys. 5 w pracy [H3]). Znakomita wigkszo$¢ z nich odpowiada konformacjom
zwartym o stosunkowo malym promieniu obrotowym jak na tak duzy kompleks biatkowy. W
konformacjach tych domena GLUE tworzy bezposrednie kontakty z rdzeniem ESCRT-II. Okazuje
si¢ jednak, ze istnieje wiele sposobow, na ktére domena GLUE moze tworzy¢ kontakty z rdzeniem.
Prowadzi to do wniosku, ze oddziatywania mi¢dzy domenami w kompleksie ESCRT-II sg stabe 1
krétkotrwate, podobnie jak w przypadku oddzialywan domen tworzacych kompleks ESCRT-I.
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W ramach modelu KH wykonatem takze symulacje kompleksu ESCRT-I-II, ktory
utworzony jest na skutek zwigzania domeny CTD biatka Vps28 z domeng NZF1 biatka Vps36
(rys. 1 w pracy [H2] i rys. 2 w pracy [H3]). Na podstawie otrzymanych z symulacji modeli
strukturalnych, wyznaczylem minimalny zespét konformacyjny zgodny z wynikami do$wiadczen
SAXS, FRET 1 DEER 1acznie. Reprezentowany jest on przez 18 modeli strukturalnych, ktére
znacznie r6znig si¢ miedzy sobg (rys. 6 w pracy [H3]). Wiele z nich charakteryzuje si¢
zakrzywionym ksztaltem, a promien ich krzywizny jest zdumiewajaco zblizony do promienia
krzywizny szyjki btony endosomu podczas paczkowania. Spostrzezenie to doprowadzito do
hipotezy dotyczacej sposobu utozenia komplekséw ESCRT-I-II na btonie paczkujacego endosomu
(rys. 7 w pracy [H3]). Poniewaz w zaproponowanym modelu strukturalnym ESCRT-I-II sg
odpowiednio zakrzywione, ich domeny wigzace PI3P lub ubikwityn¢ skierowane s3 ku
zakrzywionej btonie paczkujacego endosomu. Wyniki te dobrze wpisujg si¢ w nurt badan
dotyczacych zaleznosci strukturalno-funkcjonalnych biatek ESCRT.

Kontynuacja opisanych powyzej badan [H3] byla praca [H4], w ktorej zaproponowany
zostal fizyczny model paczkowania bton pod wptywem kompleksow biatkowych ESCRT-I-II.
Zatozenia tego modelu opierajg si¢ na kilku opisanych w literaturze obserwacjach, ktorych
dokonano w  doswiadczeniach  wykorzystujacych  nowatorskie  techniki  mikroskopii
fluorescencyjnej. Po pierwsze, biatka kompleksow ESCRT-I i ESCRT-II wigzg si¢ z btonami
lipidowymi o sktadzie zblizonym do sktadu lipidowego bton endosomalnych, ktore zawierajg
miedzy innymi sfingomieliny, PI3P i cholesterol [20,21,27]. Btony o sktadzie lipidowym tego typu
posiadajg dwie fazy ptynne — nieuporzadkowana (ang. liquid disordered phase) 1 uporzadkowang
(ang. liquid ordered phase). Po drugie, zwigzanie kompleksow ESCRT-I i ESCRT-II z btong
prowadzi do rozdzielenia faz lipidowych [27]. Obszary btony lipidowej pokryte przez kompleksy
biatek ESCRT-I-II sg w fazie ptynnej uporzadkowanej. Po trzecie, zwigzane biatek ESCRT-I-II z
btong wywotuje jej paczkowanie [21]. Po czwarte, biatka ESCRT-I-II lokalizuja si¢ w szyjce
laczacej btone paczka z blong macierzysta [19,20,21].

Model fizyczny wprowadzony w pracy [H4] osadzony jest w ramach teorii elastycznos$ci
bton lipidowych. Model ten zadany jest poprzez funkcjonat energii, ktéry zalezy zaréwno od
ksztaltu btony lipidowej jak 1 od rozmieszenia bialek ESCRT-I-II na powierzchni btony.
Uwzglednia on deformacje blony lipidowej oraz wymienione powyzej obserwacje doswiadczalne.
Rozwigzanie modelu, ktére sprowadza si¢ do minimalizacji funkcjonatu energii rozwazanego
uktadu, uzyskatem uzywajac algorytmu symulowanego wyzarzania (ang. Monte Carlo simulated
annealing). Znalaztlem takze analityczne rozwigzanie uproszczonego modelu, w ramach ktérego
powierzchnia paczkujacego fragmentu blony przyblizona jest czaszg sfery (ang. spherical cap
approximation). Rozwigzanie to wyjasnia, dlaczego biatka ESCRT-I-II moga generowa¢ zardwno
paczki endosomalne o $rednicy rzedu 50 nanometrow jak i paczki btony lipidowej o $rednicy okoto
dwoch  mikrometrow, ktoére zaobserwowane zostalty w  doswiadczeniach mikroskopii
fluorescencyjnej na pecherzykach lipidowych typu GUV (ang. giant unilamellar vesicles).
Rozwigzanie modelu wyjasnia tez inng ciekawa obserwacje¢ doswiadczalng, a mianowicie bardzo
waski rozktad $rednicy paczkoéw w danym uktadzie doswiadczalnym.

W pracy [H4] wyznaczylem migdzy innymi zakres parametrow wprowadzonego modelu, w
ktorym biatka ESCRT-I-II zlokalizowane sg w szyjce paczkow blon. Ksztalty paczkujacych blon,
ktore otrzymalem z obliczeh numerycznych, zgodne sg w tym zakresie parametrow z obrazami
zarejestrowanymi w doswiadczeniach mikroskopii fluorescencyjnej. Na podstawie wynikéw
obliczen numerycznych 1 analitycznych zidentyfikowatem takze trdjstopniowy mechanizm
spontanicznego paczkowania bton z udzialem bialek ESCRT-I-II. Na odpowiadajacej mu §ciezce w
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przestrzeni konfiguracyjnej uktadu nie wystepujg bariery energii. Wyniki te wzigte razem stanowia
teoretyczny opis procesu paczkowania bton pod wptywem biatek ESCRT-I-II.

Jedng z podstawowych funkcji biatek ESCRT w komoérkach biologicznych jest
ksztalttowanie endosomow [13]. Procesem koniecznym do wypetniania tej funkcji jest paczkowanie
bton endosomalnych [19]. Zatem moje badania dostarczyly nie tylko nowych informacji
strukturalnych [H1,H2,H3] lecz takze wynikow majacych wktad do zrozumienia funkcji bialek
ESCRT [H4]. Ponadto ,,produktem ubocznym” moich badan nad kompleksami biatkowymi ESCRT
jest metoda EROS [H1] i jej modyfikacje [H2,H3], ktore stanowig wkitad do rozwoju tzw.
hybrydowych metod biologii strukturalne;.

W pracach [H1-H4] uzytem wybranych metod fizyki statystycznej i obliczeniowej, takich
jak symulacje Monte Carlo z wymiang replik [H1-H3], klasteryzacja [H1-H3], zasada entropii
maksymalnej [H1], 1 metoda symulowanego wyzarzania [H4]. Ponadto w pracach [H1-H3]
zastosowalem teori¢ rozpraszania promieniowania rentgenowskiego, a w pracy [H4] uzytem teorii
elastycznosci blon. Ta roznorodnos¢ zastosowanych metod fizyki teoretycznej wynika ze
ztozonosci badanych zagadnien.

Moj wktad w powstanie pracy [H1] byl zasadniczy i polegat na (i) wspdtudziale w wyborze
zagadnienia badawczego 1 sformutowaniu celow badawczych, (ii) wykonaniu symulacji Monte
Carlo gruboziarnistego modelu biatka CHMP3 dla kilku réznych dlugosci Debye’a, (iii)
opracowaniu metody — uwzgledniajacej miedzy innymi otoczke hydratacyjng biatek — obliczania
krzywych rozproszeniowych na podstawie struktur otrzymanych z symulacji gruboziarnistych, (iv)
opracowaniu metody EROS, tzn. metody ulepszania wysymulowanego zespolu konformacyjnego
na podstawie wynikow doswiadczen SAXS, (v) implementacji metody EROS do wynikow
symulacji biatka CHMP3 1 uzyskaniu zespoléw konformacyjnych biatka CHMP3 w roztworach
wodnych o réznych sitach jonowych, (vi) analizie 1 dyskusji zmian konformacyjnych biatka
CHMP3, (vii) przygotowaniu tekstu artykulu i1 wszystkich rysunkéw oraz (viii) udziale w
przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow 1 poprawie artykutu zgodnie z recenzjami.

Moj wktad w powstanie pracy [H2] byt duzy 1 polegat na (i) wspotudziale w wyborze celow
1 metod badawczych, (ii) wykonaniu — w ramach modelu KH uzywajac metody Monte Carlo —
symulacji kompleksu biatkowego ESCRT-I, (iii) wyznaczeniu krzywych rozproszeniowych dla
struktur otrzymanych z symulacji, (iv) wprowadzeniu metody modelowania znacznikow
paramagnetycznych (MTSL) i fluorescencyjnych (Alexa Fluor) w wybranych miejscach na
powierzchni struktur otrzymanych z symulacji gruboziarnistych, (v) symulacji sygnalu pulsowego
EPR dla par znacznikow paramagnetycznych na powierzchni struktur otrzymanych z symulacji, (vi)
opracowaniu metody wyznaczania — na podstawie konformacji otrzymanych z symulacji —
minimalnego zespotu konformacyjnego zgodnego z wynikami do$§wiadczen rozproszeniowych
SAXS 1 pulsowego EPR, (vii) implementacji ww. metody i wyznaczeniu minimalnego zespotu
konformacyjnego dla kompleksu biatkowego ESCRT-I, (viii) wyznaczeniu histogramow
wydajnosci przekazu energii migdzy parami znacznikow fluorescencyjnych (FRET) dla
wyznaczonego zespotu konformacyjnego, (ix) weryfikacji wyznaczonego zespotu konformacyjnego
na podstawie danych z doswiadczen FRET na kompleksie biatkowym ESCRT-I oraz (x)
wspotudziale w dyskusji wynikéw, pisaniu artykutu i przygotowaniu rysunkow.

Moj wktad w powstanie pracy [H3] polegal na (i) wspotudziale w podjeciu zagadnienia
badawczego 1 wyborze metod badawczych, (i) wykonaniu — w ramach modelu KH uzywajac
metody Monte Carlo — symulacji kompleksow biatkowych ESCRT-II oraz ESCRT-I-II, (iii)
wyznaczeniu — na podstawie konformacji otrzymanych z symulacji — minimalnych zespotow
konformacyjnych, ktore sa zgodne z wynikami doswiadczen SAXS, EPR 1 FRET
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przeprowadzonych na kompleksach biatkowych ESCRT-II i ESCRT-I-II, (iv) wspotudziale w
dyskusji wynikoéw 1 pisaniu artykutu oraz (v) przygotowaniu wigkszosci rysunkow.

Moj wkiad w powstanie pracy [H4] byl kluczowy 1 polegat na (i) wspotudziale w dyskusji
literatury na temat dziatania biatlek ESCRT na btony lipidowe, (i1) zaproponowaniu teoretycznego
modelu deformacji blony lipidowej pod wptywem kompleksu biatkkowego ESCRT-I-II, (iii)
wykonaniu wszystkich obliczen analitycznych i1 numerycznych w ramach zaproponowanego
modelu, ktéry opiera si¢ na teorii elastycznosci blon lipidowych, (iv) zasadniczym udziale w
analizie 1 interpretacji otrzymanych wynikéw obliczen, (v) przygotowaniu znacznych czesci tekstu
artykutu 1 wszystkich rysunkow oraz (vi) wspotudziale w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi
recenzentdw 1 poprawie artykutu.

5.3.2 Wlasnos$ci i funkcje nieustrukturyzowanych lacznikow miedzydomenowych w bialkach
celulozomalnych (publikacje HS, H6, H7)

Celulozomy to wielobiatkowe enzymy, ktore rozktadajg polisacharydy tworzace Scianki komorek
roslinnych [14,15,28]. Katalizujg one mi¢dzy innymi reakcje hydrolizy hemicelulozy na ksylozg i
celulozy na glukoze. Sa one wydzielane przez mikroorganizmy celulolityczne (pewne bakterie 1
grzyby), ktore wykorzystujg produkty tych reakcji (glukoze i ksyloze, tj. cukry proste) jako zrodia
substancji odzywczych. Najlepiej scharakteryzowanym mikroorganizmem wytwarzajagcym
celulozomy jest bakteria cieptolubna Clostridium thermocellum.

Celulozomy charakteryzuja si¢ bardzo duza masg molekularng — setki a nawet tysigce kDa
—w zaleznosci od produkujacego je mikroorganizmu [29,30]. Kompleks biatkowy stanowigcy dany
celulozom ztozony jest z wielu podjednostek, ktore zawieraja zwykle kilka odrgbnych domen, ktore
wzajemnie potgczone sg nieustrukturyzowanymi fragmentami tancuchoéw polipeptydowych [29,30].
Tego typu ,,architektura molekularna” jest cechg wsp6lng celulozomow 1 kompleksow biatkowych
ESCRT.

Podstawowym elementem strukturalnym celulozomu jest biatko o nazwie skafoldyna [28].
Zawiera ono wiele domen biatkowych zwanych kohezynami. Poszczegolne kohezyny potaczone sa
szeregowo (tzn. jedna do drugiej) nieustrukturyzowanymi fragmentami tancucha polipeptydowego
skafoldyny. Zasadniczg funkcja kohezyn jest swoiste wigzanie do réznorakich podjednostek
katalitycznych — gléwnie celulaz, glukanaz i1 ksylanaz roznych rodzajow. Kazda z tych
podjednostek katalitycznych zawiera domeng¢ biatkowa zwang dokeryng. To wtasnie dokeryny
wigzg si¢ SciSle z komplementarnymi kohezynami tworzacymi skafoldyne [28]. Oprocz domen
kohezyny, skafoldyny zwykle zawierajg tez domeny CBM (od ang. carbohydrate binding module).
Domeny CBM wystepuja takze w podjednostkach katalitycznych.

Okazuje sie, ze dzigki tak zlozonej architekturze molekularnej, celulozom jest
katalitycznie znacznie bardziej wydajny od jego skladowych podjednostek enzymatycznych
dziatajgcych osobno [15,28]. Mechanizmy molekularne lezace u podstaw kooperatywnego dziatania
podjednostek celulozomu sg niewyjasnione. Naturalng jednak wydaje si¢ hipoteza, iz wktad do
synergii moga mie¢ taczniki miedzydomenowe.

Nieustrukturyzowane taczniki miedzydomenowe w biatkach celulozomalnych bardzo
roznig si¢ miedzy sobg [29,30]. Niektore z nich sg krotkie, zbudowane z zaledwie kliku
aminokwasoéw. Inne sg bardzo dlugie — zawierajg kilkadziesigt lub nawet kilkaset reszt
aminokwasowych. W wielu z nich obficie wystepuje prolina i treonina. Sekwencje aminokwasowe
innych wydaja si¢ zupetnie losowe. Wiasnosci i funkcje tych nieustrukturyzowanych fragmentéw
fancuchow polipeptydowych pozostaja w duzym stopniu niezbadane. Aby wypemli¢ te luke
poznawczg, przeprowadzitem szereg badan teoretycznych [HS5,H6,H7] uzywajac modeli
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gruboziarnistych 1 petnoatomowych.

W pracy [H5] szczegdtowo zbadalem zespdt konformacyjny ksylanazy Z, ktoéra jest
wielodomenowym enzymem 1 jednoczes$nie jednym ze sktadnikow celulozomu CipA4 bakterii C.
thermocellum. Ksylanaza Z zawiera cztery domeny — CE1 (od ang. carbohydrate esterase family 1),
CBM6 (od ang. carbohydrate binding module family 6), dokeryna typu I oraz GH10 (od ang.
glycoside hydrolase family 10) — ktore sg potaczone szeregowo trzema nieustrukturyzowanymi
odcinkami fancucha polipeptydowego (rys. 1 w pracy [H5]). Domena katalityczna CE1 bierze
udziat w rozrywaniu wigzan chemicznych pomigdzy tancuchami hemicelulozy. Domena CBM6
wigze si¢ z weglowodanami — celulozg 1 innymi [B-glukanami — co umozliwia zakotwiczenie
ksynamazy Z do polisacharydow tworzacych $cianki komoérek roslinnych. Funkcjg dokeryny jest
sciste wigzanie do komplementarnej domeny kohezyny, co umozliwia przytaczenie ksylanazy Z do
biatka skafoldyny i zintegrowanie jej w ten sposob z celulozomem. Domena katalityczna GH10
rozktada liniowe ksylany na ksyloze, przez co bierze udziat w rozkladzie hemicelulozy. Trzy
nieustrukturyzowane taczniki miedzy domenami CE1, CBM6, dokeryng i GH10 utworzone sg przez
12, 6 1 24 aminokwasy.

W roku 2012 opublikowane zostaly wyniki doswiadczen rozproszeniowych SAXS na
ksylanazie Z oraz na ksylanazie Z w kompleksie z kohezyng [31]. Trzy lata pozniej [HS5]
wykonatem symulacje ksylanazy Z w ramach modelu KH 1 obliczytem teoretyczne krzywe
rozproszeniowe dla otrzymanych z symulacji modeli strukturalnych. Okazuje si¢, ze krzywa
rozproszeniowa usredniona po zespole konformacyjnym probkowanym w tych symulacjach jest
zgodna z krzywa rozproszeniowa otrzymang z doswiadczen SAXS na ksylanazie Z w roztworze
wodnym (rys. 7A w pracy [H5]). Zgodno$¢ ta waliduje wyniki otrzymane z symulacji. Uzywajac
modelu KH wykonatem takze symulacje ksylanazy Z w kompleksie z kohezyng. Zespot
konformacyjny wygenerowany w tych symulacjach daje krzywa rozproszeniows, ktora jest w peini
zgodna z literaturowa krzywa rozproszeniowa otrzymang z doswiadczen SAXS na kompleksie
ksylanaza-kohezyna w roztworze wodnym (rys. 3A w pracy [H5]). Zgodno$¢ ta waliduje wyniki
symulacji.

Analiza wynikéw ww. symulacji, ktorg szczegdlowo opisatem w pracy [H5], prowadzi do
nastepujacych wnioskdéw. Po pierwsze, ksylanaza Z wykazuje duza gietkos¢ w tym sensie, ze
przybiera zréznicowane konformacje — od zwartych do rozciaglych — zarowno w obecnosci domeny
kohezyny jak i pod jej nieobecnos¢ (rys. 3, 4 1 7 w pracy [H5]). Po drugie, bezposrednie kontakty
pomiedzy poszczegdlnymi domenami sg nieliczne i nietrwate (rys. 5 w pracy [H5]). Ksylanaza Z
jest utrzymywana w catosci jako jeden enzym gtéwnie dzigki nieustrukturyzowanym fragmentom
fancucha polipeptydowego, ktére tacza sgsiednie domeny ze soba. Po trzecie, rozktady odleglosci
pomiedzy koncami nieustrukturyzowanych odcinkéw tancucha polipeptydowego mozna wyjasnic¢
efektem wykluczonej objetosci (rys. 6 1 8 w pracy [HS]). Wyniki te wzigte razem dostarczajg
szczegotowego obrazu zespotu konformacyjnego ksylanazy Z w §rodowisku wodnym.

Praca [H5] wykazuje, ze ksylanaza Z przybiera bardzo zréznicowane konformacje, co
spowodowane jest stabymi oddziatywaniami pomigdzy poszczegdlnymi jej domenami oraz
gictkoscig nieustrukturyzowanych tacznikow miedzydomenowych. Gigtkos¢ ksylanazy Z jest
istotna z punktu widzenia funkcji biologicznej petnionej przez ten enzym. Otdz, poszczegoOlne
domeny ksylanazy Z muszg rownocze$nie tworzy¢ kontakty z rdéznymi fragmentami
polisacharydow budujacych $cianki komodrek roslinnych. Bytoby to niemozliwe do osiagnigcia,
gdyby enzym ten przybierat jedng, stabilng konformacje. Zatem gietkos¢ 1 rdéznorodnosé
konformacyjna ksylanazy Z ma znaczenie biologiczne.

Mo wktad w powstanie pracy [HS5] byt zasadniczy i polegal na (i) wspotudziale w

16



podjeciu tematu badan, (ii) zaproponowaniu metod badawczych, (iii) wykonaniu — w ramach
modelu KH uzywajac metody Monte Carlo — symulacji ksylanazy Z, (iv) obliczeniu krzywych
rozproszeniowych dla struktur otrzymanych z symulacji, (v) poréwnaniu wyznaczonych krzywych
rozproszeniowych z literaturowymi wynikami do$§wiadczen SAXS na ksylanazie Z w roztworze
wodnym (dane do$wiadczalne udostgpnita wspodtautorka — prof. Mirjam Czjzek), (vi) analizie
wynikéw symulacji, (vii) przygotowaniu tekstu artykutu i wszystkich rysunkow oraz (viii)
przygotowaniu odpowiedzi na recenzje 1 poprawieniu artykutu zgodnie ze wskazdéwkami
recenzentOw.

W pracy [H6] zbadatem migdzy innymi konformacje minicelulozomu ztozonego z
endoglukanazy Cel8A 1 skafoldyny oznaczonej jako ScafT. Oba te biatka pochodzg z bakterii C.
thermocellum. Endoglukanaza Cel8A zbudowana jest z domeny katalitycznej 1 dokeryny (rys. 1 w
pracy [H6]). Pomigdzy tymi domenami znajduje si¢ nieustrukturyzowany odcinek tancucha
polipeptydowego. Skafoldyna ScafT ztozona jest z domeny CBM i kohezyny (rys. 1 w pracy [H6]).
Domeny te potaczone sg dlugim, nieustrukturyzowanym fragmentem tancucha polipeptydowego.
Kompleks biatkowy Cel8A-ScafT utworzony jest na skutek $cistego, niekowalencyjnego zwigzania
dokeryny z kohezyna.

Do teoretycznego opisu konformacji minicelulozomu Cel8A-ScafT uzytem modelu KH.
Na podstawie wynikow symulacji Monte Carlo z wymiang replik wyznaczytem rozktady odlegtosci
miedzy koncami lacznikow migdzydomenowych (rys. S1 w pracy [H6]). Wyznaczytem takze
prawdopodobienstwa wystgpowania kontaktow aminokwasowych pomi¢dzy domenami biatek
Cel8A 1 ScafT (tabela SI w pracy [H6]). Wyniki te pokazuja, ze bezposrednie oddziatywania
pomiedzy poszczegdlnymi domenami biatkowymi stabe i nietrwate, a minicelulozom Cel8A-ScafT
wykazuje duzg réznorodnos¢ konformacyjng.

Analogiczne obliczenia wykonalem dla skafoldyny ScafT zwigzanej poprzez kompleks
kohezyna-dokeryna z czteropunktowym mutantem endoglukanazy Cel8A, ktory wykazuje w
doswiadczeniach zwigkszg stabilno$¢ termiczng i wzmozong aktywno$¢ enzymatyczng [32]. Mutant
ten oznaczony zostat jako Cel8A*. R6zni si¢ on od enzymu natywnego, Cel8A, czterema resztami
aminokwasowymi (K276R, G283P, S329G i1 S375T) w obrebie domeny katalitycznej [32].
Poniewaz struktura atomowa domeny katalitycznej zmutowanego enzymu nie jest znana, przyjatem
na potrzeby symulacji gruboziarnistych, ze jest ona analogiczna do struktury domeny katalitycznej
enzymu natywnego, tzn. ze wzajemne potozenie atomoéw tancucha gldéwnego jest takie samo w
natywnej (Cel8A) i zmutowanej (Cel§A*) domenie katalityczne;.

Symulacje kompleksow biatkowych Cel8A-ScafT 1 Cel8A*-ScafT w ramach modelu KH
dajg takie same wyniki w granicach bledu statystycznego (rys. S1 i tabela SI w pracy [H6]). Innymi
stowy, zespoly konformacyjne kompleksow biatkowych Cel8A-ScafT 1 Cel8A*-ScafT sg w ramach
modelu KH praktycznie nierozroznialne. Wynika to z zatozenia, ze tancuchy gléwne domen
katalitycznych Cel8A 1 Cel8A* majg takie same struktury oraz z uproszczonego w modelu KH
opisu domen biatkowych poprzez bryly sztywne. W rzeczywistosci domena katalityczna badane;j
endoglukanazy moze jednak nietrywialnie zmieni¢ strukture pod wplywem mutacji czterech
aminokwasow, czego model KH nie uwzglednia.

Aby zbada¢ réznice strukturalne migdzy natywng (Cel8A) a zmutowang (Cel8A*) domeng
katalityczng badanej endoglukanazy, uzylem symulacji dynamiki molekularnej. Symulacje te
wykonatem przy uzyciu pakietu NAMD [33] w ramach modelu pelnoatomowego opartego na polu
sitowym CHARMM [34,35] z poprawka CMAP [36] i modelem wody TIP3P [37]. Symulowanym
uktadem byla domena katalityczna badanej endoglukanazy (natywnej Cel8A lub zmutowanej
Cel8A*) zwigzana z czasteczka substratu (oligosacharydu sktadajgcego si¢ z pigciu reszt
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glukozowych 1 begdacego produktem hydrolizy celulozy). Szczegdtowy opis metod symulacji
pelnoatomowych podany jest w rozdziale 3.3 w pracy [H6].

Zasadniczym wynikiem symulacji modelu petnoatomowego byto opisanie nielokalnego
wpltywu mutacji na strukturg¢ enzymu. Mimo tego, ze poddane mutacji aminokwasy znajduja si¢ z
dala od miejsca aktywnego enzymu, to bezposrednie kontakty miedzy domeng katalityczng a
czasteczka substratu sg inne w Cel8A niz w Cel8A* (rys. 7 w pracy [H6]). Wynik ten jest zgodny z
obserwacjami do$wiadczeniami odno$nie tego, ze Cel8A 1 Cel8A* wykazuja inng aktywnos$¢
enzymatyczna.

W pracy [H7] uzytem modelu KH do zbadania grupy okoto 25 peptydéw, ktére wchodza
w sklad nieustrukturyzowanych 1lacznikow migdzydomenowych w celulozomach z trzech
organizméw — C. thermocellum, A. cellulolyticus 1 B. cellulosolvens. Wielko$ciami wyznaczonymi
w symulacjach Monte Carlo z wymiang replik byly rozktady odlegtosci P(d) miedzy koncami
badanych peptydéw. Poniewaz otrzymane z symulacji rozktady P(d) sa jednomodalne, moga one
by¢ w przyblizeniu opisane przez warto$¢ $rednig 1 wariancje, ktora jest odwrotnie proporcjonalna
do modutu sprezystosci, k, charakteryzujacego dany peptyd. Dla grupy zbadanych peptydow, ktore
wchodza w sktad tgcznikow miedzydomenowych w kilku réznych celulozomach, k zalezy gtownie
od liczby aminokwaséw tworzacych dany peptyd, n, natomiast sekwencja aminokwasowa peptydu
jest czynnikiem drugorzednym. Wyniki symulacji pokazuja, ze k maleje wraz z liczbg
aminokwasow 7, a ponadto k~1/n” dla n>10.

W pracy [H7] wykonano takze symulacje dynamiki molekularnej pelnoatomowych
modeli dwunastu peptydéw ztozonych z n = 5, 10 1 15 aminokwasow. Te same peptydy zostaty
zbadane w ramach modelu KH. Wyniki otrzymane na podstawie modelu KH sg zgodne z wynikami
otrzymanymi na podstawie modelu pelnoatomowego (rys. 2 i 3 w pracy [H7]). Porownanie to
waliduje model KH dla krétkich peptydow.

W wielu z tgcznikow migdzydomenowych wchodzacych w sktad celulozoméw obficie
wystepuje prolina. Jednak peptydy zbadane w pracy [H7] sg znacznie mniej sztywne od peptydow
ztozonych z samych prolin. Wyniki symulacji poliprolin (tzn. peptydéw ztozonych z n = 15, 20, 25,
30 i 35 prolin) w ramach modelu KH sg w pelni zgodne z dostgpnymi w literaturze wynikami
doswiadczen FRET na poliprolinach [38]. Poréwnanie to (rys. 2 w pracy [H7]) dodatkowo waliduje
model KH dla peptydow.

W pracy [H7] zbadatem takze wptyw sztywnosci tgcznikéw miedzydomenowych na
konformacje poszczegdlnych domen tworzacych minicelulozom Cel8A-ScafT. Badania te
wykonatem w ramach innego modelu gruboziarnistego, ktory — w przeciwienstwie do modelu KH —
uwzglednia dynamike konformacji domen biatkowych. Model ten, ktory nazywac bede ponizej
modelem typu Go, opiera si¢ na mapie kontaktow zidentyfikowanych w strukturze atomowe;j
badanego biatka. Zostat on wprowadzony przez Cieplaka i wspotpracownikéw [39,40]. Giowne
elementy tego modelu podsumowane sg w trzech ponizszych akapitach.

Konstrukcja modelu typu Go wymaga struktury atomowej badanego biatka, na podstawie
ktorej wyznacza si¢ kontakty natywne migdzy parami aminokwasOw. Kontakty natywne
identyfikowane sg na podstawie przekrywania si¢ kul przypisanych atomom aminokwaséw w
zadanej strukturze biatka. W procedurze tej atomy reprezentowane sg przez kule o promieniach van
der Waalsa powigkszonych o pewien czynnik bedacy poprawka na oddziatywania pomiedzy
atomami.

W ramach gruboziarnistego modelu typu Go, kazdy aminokwas reprezentowany jest przez
jedno ,,ziarno”, ktorego srodek pokrywa si¢ z potozeniem atomu wegla a. Ziarna sgsiadujace ze
soba wzdluz tancucha polipeptydowego sa wzajemnie zwigzane poprzez potencjat harmoniczny
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posiadajgcy minimum w stanie natywnym, tzn. dla odlegtosci okoto 0.38 nm dla kazdej pary ziaren.
Ponadto na kolejne czworki ziaren natozony jest potencjal harmoniczny na chiralno$¢ tancucha.
Potencjat ten posiada minimum w stanie natywnym i wprowadza lokalng sztywno$¢ tancucha
polipeptydowego. Pozostale oddzialywania pomi¢dzy ziarnami dzielg si¢ na dwie grupy — natywne
1 nienatywne. Oddziatywania dla kontaktow natywnych sg opisywane przez potencjal Lennarda-
Jonesa, natomiast oddziatywania nienatywne sg czysto odpychajace i krotkozasiggowe (zanikajg do
zera na odlegtosci 0.4 nm miedzy ziarnami). Parametr odlegltosciowy potencjatu Lennarda-Jonesa
dla kazdej z oddziatujacych par ziaren dobrany jest w taki sposob, by polozenie minimum
potencjatu odpowiadalo natywnej odlegtosci migdzy ziarnami. Natomiast glebokos$¢ studni
potencjatu Lennarda-Jonesa jest taka sama dla wszystkich kontaktow natywnych.

W ramach rozwazanego modelu, wszystkie ziarna obdarzone sg ta samg masg, a ich ruch
zadany jest rownaniem Langevina, ktore wprowadza termostat oraz imituje dynamiczne efekty
wptywu $rodowiska wodnego na ruchy biatka. Opis ten nie uwzglednia jednak dlugozasiggowych
oddziatywan hydrodynamicznych. Otéz, w ramach dynamiki Langevina, sita dziatajaca na kazde z
ziaren jest sumg trzech sktadowych: (i) sily bezposrednich oddzialywan migdzy ziarnami, ktora
zadana jest przez opisang w poprzednim akapicie energi¢ potencjalng uktadu, (i1) sity thumienia,
ktora jest proporcjonalna do predkosci ziarna oraz (iii) sity losowej reprezentujacej szum termiczny.
Sita ta ma zerowa warto$¢ $rednia, a jej dyspersja dobrana jest w taki sposob, aby spetniony byt
zwiazek fluktuacyjno-dyssypacyjny. Roéwnania Langevina rozwigzywane sg przy uzyciu algorytmu
predictor-corrector pigtego rzedu. Wiecej informacji na temat konstrukcji 1 metod numerycznego
rozwigzania modelu typu Go znajduje si¢ w pracach [H6]-[H9] oraz cytowanej w nich literaturze.

W pracy [H7] uzytem odpowiednio zmodyfikowanego modelu Go do zbadania wptywu
obecnosci tgcznikdw miedzydomenowych na konformacje poszczegdlnych domen tworzacych
minicelulozom Cel8A-ScafT. Jednym z gtéwnych probleméw koncepcyjnych zwigzanych z tymi
badaniami byt fakt, ze mapa kontaktow natywnych minicelulozomu Cel8A-ScafT jest nieokreslona,
gdyz zarowno Cel8A jak i ScafT sg biatkami pozbawionymi struktury trzeciorzedowej, a kompleks
Cel8A-ScafT jako catos¢ nie przybiera jednej, natywnej struktury czwartorzedowej. Znane sg
natomiast struktury atomowe poszczegdlnych domen biatek Cel8A 1 ScafT (tj. domeny
katalitycznej endoglukanazy Cel8A, domeny CBM biatka ScafT oraz kompleksu kohezyna-
dokeryna). Dlatego w pracy [H7] przyjeto, ze mapa kontaktow przypisana pelnemu uktadowi
Cel8A-ScafT zawiera tylko wewnatrzdomenowe kontakty natywne. Wykluczone sg z niej natomiast
wszystkie mozliwe kontakty pomiedzy domenami biatkowymi oraz wszystkie kontakty formowane
przez aminokwasy tworzace tgczniki migdzydomenowe.

W ramach tak zmodyfikowanego modelu Go wykonatem symulacje dynamiki molekularnej
minicelulozomu Cel8A-ScafT. W symulacjach tych wyznaczylem S$rednie dlugosci kontaktow
natywnych, tzn. usrednione po czasie odleglosci pomigdzy tymi parami ziaren, ktore utozsamione
sg z kontaktami natywnymi. Wykonatem takze analogiczne symulacje poszczegdlnych domen
biatkowych osobno, tzn. symulacje samej domeny katalitycznej, samej domeny CBM oraz samego
kompleksu kohezyna-dokeryna. Wyniki tych symulacji wykazuja, ze pewne kontakty natywne maja
inng dtugos¢ srednig w odosobnionych domenach niz w kompleksie Cel8A-ScafT (rys. 6 w pracy
[H7]). Kontakty te zlokalizowane sg w odlegtosci do okoto 1.5 nm od miejsc zaczepienia tacznikow
miedzydomenowych. Zaobserwowane rdéznice Srednich dtugosci kontaktow natywnych sg mate
(rzedu 0.1 Angstrema), jednak ilo$¢ tych kontaktéw jest znaczaca (ponad 40 kontaktow w catym
kompleksie Cel8A-ScafT). Oznacza to, iz obecno$¢ nieustrukturyzowanych odcinkéw tancucha
polipeptydowego pomigdzy domenami wywiera wptyw na konformacje taczonych domen. Wyniki
symulacji minicelulozomu Cel8A-ScafT o skroconych tgcznikach miedzydomenowych wykazuja,
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ze skala tego efektu silnie zalezy od dtugosci facznikow (rys. 6 1 7 w pracy [H7]). Obserwacje te
zostaly potwierdzone w petnoatomowych symulacjach dynamiki molekularnej biatka sktadajgcego
si¢ z dwoch kohezyn polaczonych nieustrukturyzowanym odcinkiem tancucha polipeptydowego
(rys. 8 w pracy [H7]).

W pracy [H6] zbadatem wptyw sztywnosci tacznika miedzydomenowego na konformacje
domeny katalitycznej endoglukanazy Cel8A zwiazanej poprzez czasteczke substratu z tancuchem
celulozy. W badaniach tych uzylem metod dynamiki molekularnej w ramach gruboziarnistego
modelu typu Go. Efekt zwigzania endoglukanazy zaréwno z tancuchem celulozy jak i ze skafoldyna
uwzglednitem w symulacjach w nast¢pujacy sposob. Do ziarna reprezentujacego pierwszy
monomer czasteczki substratu przylozony zostal potencjat harmoniczny imitujacy potaczenie
substratu z tancuchem celulozy. Do ziarna reprezentujacego C-koncowy aminokwas domeny
katalitycznej przylozony zostal potencjal harmoniczny symulujacy tacznik pomiedzy badang
domeng a resztg celulozomu. Sztywnos$¢ tego tacznika, x, zadana jest przez stalg sprezystosci
wprowadzonego potencjatu harmonicznego.

Symulacje opisanego powyzej uktadu przeprowadzitlem dla r6znych wartosci parametru .
Wiyniki tych symulacji wykazuja, ze srednie dlugosci pewnych kontaktow natywnych zmieniajg si¢
monotonicznie wraz ze wzrostem warto$ci parametru k (rys. 3 w pracy [H6]). Kontakty te
zlokalizowane sg w poblizu obu miejsc przylozenia potencjatow harmonicznych (rys. 2 w pracy
[H6]). Co ciekawe, zmianom parametru k towarzyszg takze zmiany S$rednich dlugosci pewnych
kontaktow pomiedzy domeng katalityczng a czasteczka substratu. Na podstawie wynikow symulacji
zidentyfikowatem bowiem grupe kontaktéw pomigdzy miejscem aktywnym enzymu a czasteczka
substratu, ktorych $rednia dlugo$¢ zmienia si¢ monotonicznie wraz ze zwigkszaniem sztywnosci
facznika migdzydomenowego. Wynik ten sugeruje, ze sztywno$¢ nieustrukturyzowanego tacznika
miedzydomenowego moze mie¢ wplyw na aktywnos$¢ enzymatyczng badanej endoglukanazy.

Podsumowujac, wyniki prac [H6] i [H7] pokazuja, ze nieustrukturyzowane odcinki tancucha
polipeptydowego pomigdzy domenami wywierajg wplyw na konformacje tagczonych domen. Skale
tego efektu determinuje sztywnos$¢ tacznikow miedzydomenowych, «k, ktora zalezy gléwnie od
liczby aminokwasoéw tworzacych dany tacznik, n, a w mniejszym stopniu od sekwencji
aminokwasowej tacznika, szczegolnie dla n>10. Zatem dlugo$ci nieustrukturyzowanych tacznikéw
miedzydomenowych moga mie¢ wptyw na aktywno$¢ enzymatyczng celulozomow.

Mo wkiad w powstanie pracy [H6] byt zasadniczy i1 polegal na (i) zaproponowaniu
wiekszosci badan, (i1) rozwinigciu gtownych koncepcji teoretycznych, (iii) wykonaniu (w ramach
gruboziarnistego modelu KH) symulacji Monte Carlo kompleksu Cel8A-ScafT, (iv) wykonaniu (w
ramach zaréwno modelu petnoatomowego jak 1 modelu gruboziarnistego typu Go) symulacji
dynamiki molekularnej domeny katalitycznej endoglukanazy Cel8A oraz termicznie stabilniejszego
mutanta Cel8A*, (v) analizie 1 dyskusji wynikow symulacji gruboziarnistych i petnoatomowych,
(vi) przygotowaniu zasadniczej czg¢$ci tekstu artykulu 1 wszystkich rysunkoéw oraz (vii)
przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Moj wktad w powstanie pracy [H7] byt kluczowy 1 polegat na (i) wspotudziale w podjeciu
tematu badan, (ii) zasadniczym udziale w wyborze metod badawczych, (iii) wykonaniu (w ramach
gruboziarnistego modelu KH) symulacji Monte Carlo grupy okoto 25 peptydow tworzacych
nieustrukturyzowane tgcznik miedzydomenowe w biatkach celulozomalnych, (iv) wykonaniu (w
ramach gruboziarnistego modelu typu Go) symulacji dynamiki molekularnej kompleksu Cel8A-
ScafT, (v) analizie i interpretacji wynikéw symulacji modeli gruboziarnistych, (vi) pomocy w
analizie wynikéw petnoatomowych symulacji dynamiki molekularnej, ktore wykonat dr Pierre-
Andre Cazade, (vii) zasadniczym udziale w pisaniu pracy, (viii) wykonaniu wigkszosci rysunkow,
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(ix) przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentéw i1 poprawie artykutu wedlug ich wskazan
oraz (x) kierowaniu projektem naukowym wspieranym przez Narodowe Centrum Nauki 1
obejmujgcym badania przedstawione w pracy.

5.3.3 Stabilno$¢ mechaniczna i termiczna bialek wielodomenowych (publikacje H8, H9)

Biatka adhezyjne to z reguly biatka wielodomenowe. Ich domeny transblonowe wbudowane sg w
btone komodrkowa, a domeny zewnatrzkomoérkowe wigzg si¢ z biatkami w btonie innej komorki [2].
Kompleksy bialek adhezyjnych stanowig wigc potaczenia migdzy przylegajacymi komorkami. Aby
biatka adhezyjne spehiaty swoje funkcje biologiczne, poszczegdlne ich domeny muszg wykazywac
odpowiednig stabilno$¢ mechaniczng, tzn. zachowywac struktur¢ natywng, gdy na przylegajace
komorki dziatajg sity zewnetrzne. Praca [H8] dotyczy stabilnosci mechanicznej kompleksu biatek
adhezyjnych CD48-2B4. Kompleks ten reguluje aktywno$¢ komoérek NK i w ten sposob
zaangazowany jest w odpowiedz immunologiczng przeciwko komorkom zainfekowanym przez
wirusy oraz komorkom rakowym.

W pracy [H8] zbadatem reakcje miedzykomorkowej czgsci kompleksu biatkowego CD48-
2B4 (rys. 1 w pracy [H8]) na rozcigganie mikroskopem sit atomowych ze stalg predkoscia (rys. 2 w
pracy [H8]). W badaniach tych uzytem metod dynamiki molekularnej w ramach gruboziarnistego
modelu typu Go. Najwazniejsze wyniki tych symulacji sg nastgpujace. Po pierwsze, proces
dysocjacji kompleksu biatkowego CD48-2B4 silnie zalezy od kierunku przytozonych sit i moze
zachodzi¢ na roézne sposoby (rys. 3-5 w pracy [H8]). W niektorych przypadkach biatka CD48 1 2B4
rozdzielajg si¢ bez zmian strukturalnych (rys. 3 w pracy [H8]); w innych — biatko CD48 rozwija si¢
czesciowo przed odtgczeniem od 2B4 (rys. 4 1 5 w pracy [H8]). Po drugie, kontakty natywne
pomiedzy biatkami CD48 a 2B4 mozna rozdzieli¢ na trzy roztagczne grupy, z ktérych kazda dziata
jak jednostka przeciwdziatajaca rozrywaniu kompleksu (rys. 1 pracy [H8]). Po trzecie,
charakterystyczne sity mechanostabilnosci kompleksu CD48-2B4 (tabela na rys. 10 w pracy [H8])
nie koniecznie musza odpowiada¢ silom rozciggajacym, ktére prowadza do dysocjacji tego
kompleksu, poniewaz wczesniejsze rozwijanie poszczegolnych biatek moze wymagaé sit
scinajacych o wiekszych wartosciach (rys. 7 w pracy [HS]).

Moj wkiad w powstanie pracy [H8] byt kluczowy 1 polegat na (i) zaproponowaniu badan
kompleksu biatkowego CD48-2B4, (i) wykonaniu symulacji dynamiki molekularnej — w ramach
gruboziarnistego modelu typu Go — procesu rozciggania kompleksu CD48-2B4 w geometrii
mikroskopu sit atomowych, (iii) zasadniczym udziale w analizie i interpretacji wynikéw symulacji,
(iv) sprawowaniu bezposredniej opieki nad studentem (Lukaszem Mioduszewskim) pracujagcym nad
projektem w ramach praktyk studenckich, (v) przygotowaniu tekstu artykulu i wszystkich
rysunkow, (vi) przygotowaniu odpowiedzi na recenzje 1 poprawie artykulu wedlug wskazan
recenzentdw oraz (vii) kierowaniu projektem naukowym wspieranym przez Narodowe Centrum
Nauki 1 obejmujgcym badania przedstawione w pracy.

W pracy [H9] zbadatem wtasnosci termodynamiczne i kinetyczne syntazy cytrynianowej z
roznych organizméw (cieptolubnych, mezofilnych i zimnolubnych) i w r6znych konformacjach
(otwartych 1 zamknietych). W badaniach tych uzylem metod dynamiki molekularnej; w ramach
gruboziarnistego modelu typu Go. Model ten zostal zmodyfikowany na potrzeby badanego w pracy
[H9] enzymu — potencjat na chiralno$¢ wzdhuz tancuchow polipeptydowych zostat zastapiony przez
potencjaty na katy ptaskie i dwuscienne. Potencjaly te przyjmuja wartosci minimalne w stanie
natywnym badanych bialek. Modyfikacja energii potencjalnej tancuchow polipeptydowych w
modelu tupu Go [H9] zostata wprowadzona w taki sposob, by symulowane fluktuacje potozeniowe
aminokwaséw (RMSF od ang. root-mean-square fluctuations) byly zgodne z czynnikami
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temperaturowymi wyznaczonymi metodami rentgenografii strukturalnej (rys. 4 w pracy [H9]).

Syntaza cytrynianowa jest enzymem obecnym w niemal wszystkich organizmach zywych
[41]. Jest biatkiem homodimerowym (co zilustrowatem na rys. 1 w pracy [H9]). Mimo tego, ze
struktury natywne syntazy cytrynianowej z roznych organizmow sg niemal identyczne, model
gruboziarnisty typu Go rozroznia wlasnosci tych biatek zgodnie z obserwacjami doswiadczanymi.
Okazuje si¢ bowiem, ze biatka z organizmow cieptolubnych wykazujag w tym modelu wigksza
stabilno$¢ termiczng od ich homologéow =z organizmoéw mezofilnych 1 zimnolubnych.
Zaobserwowatem to zarowno w zaleznos$ci prawdopodobienstwa stanu natywnego od temperatury
(rys. 2 1 3 w pracy [H9]) jak 1 w kinetyce denaturacji termicznej (rys. 8 1 9 w pracy [H9]). Co
cieckawe, poziom stabilno$ci termicznej okazuje si¢ by¢ skorelowany ze S$rednig liczbg
koordynacyjng kontaktow natywnych oraz ze stopniem zwartosci strukturalnej biatka. Rozktad
fluktuacji potozeniowych aminokwasow jest odmienny w konformacjach otwartej i zamknigtej, co
dotyczy gldwnie miejsca aktywnego (rys. 4-6 w pracy [H9]). Ruchy kolektywne aminokwaséw
tworzacych miejsce aktywne sg zdecydowanie rozne w konformacjach otwartej i zamknigtej (rys. 7
1rys. S1 w pracy [H9]). Podsumowujac, otrzymane wyniki pokazuja, ze precyzyjne umiejscowienie
kontaktow miedzy aminokwasami w strukturze natywnej zdaje si¢ by¢ kluczowe dla wyjasnienia
roznic 1 podobienstw we wlasno$ciach termodynamicznych, w lokalnej elastyczno$ci oraz w
ruchach kolektywnych miejsca aktywnego pomigdzy roznymi formami syntazy cytrynianowe;j.

Moj wkilad w powstanie pracy [H9] byt bardzo duzy i polegatl na (i) wspotudziale w
sformutowaniu zagadnienia i celéw badawczych, (ii) wykonaniu symulacji dynamiki molekularne;j
— w ramach gruboziarnistego modelu typu Go — syntaz cytrynianowych z kilku réznych
organizméw, (iii) analizie 1 opracowaniu wynikoOw symulacji, (iv) rozwinigciu — w S$cislej
wspotpracy z prof. Cieplakiem — koncepcji teoretycznych umozliwiajacych interpretacje wynikow
symulacji, (v) przygotowaniu obszernych czesci tekstu artykutu i wszystkich rysunkow, (vi)
przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow 1 poprawie artykulu wedlug zalecen recenzentow
oraz (vii) kierowaniu projektem naukowym wspieranym przez Narodowe Centrum Nauki i
obejmujgcym badania przedstawione w pracy.

Wyniki badan nad mechanostabilnos$cig kompleksow biatek adhezyjnych [H8] przyczyniaja
si¢ do lepszego zrozumienia tego, w jaki sposob komorki biologiczne moga znosi¢ ogromne — w
skali molekularnej — napr¢zenia mechaniczne. Bedg takze przydatne do wiasciwej interpretacji
wynikoéw przysztych doswiadczen AFM na kompleksach biatkowych. Wynik badan nad syntaza
cytrynianowg [H9] maja wklad do lepszego zrozumienia czynnikow determinujgcych stopien
stabilnosci termicznej biatek wielodomenowych. Moga by¢ zatem wykorzystane w przysztosci do
przewidywania mutacji, ktore prowadzilyby do zwigkszonej stabilnosci termicznej badanych bialek,
a w szczegoOlnosci enzymow.

5.3.4. Podsumowanie znaczenia prac H1-H9

Prace [H1-H4] stanowig wktad do badan zaleznos$ci strukturalno-funkcjonalnych biatek ESCRT.
Metoda EROS [H1] 1 jej modyfikacje [H2,H3], ktére wprowadzilem i1 zaimplementowatem w
kontekscie badan biatek ESCRT, stanowig istotny wkiad do rozwoju tzw. hybrydowych metod
biologii strukturalnej. Wyniki prac [H5-H7] maja wkiad do zrozumienia wtasnosci fizycznych i
funkcji biologicznych nieustrukturyzowanych tacznikow migdzydomenowych w celulozomach.
Prace [H8,H9] wpisuja si¢ w nurt badan nad stabilno$cig termiczng i mechaniczng biatek
wielodomenowych i kompleksow biatkowych.

W pracach [H1-H9] uzylem wielu réznych metod obliczeniowych, ktore majg swoje
podstawy w fizyce statystycznej, a mianowicie metod dynamiki molekularnej (zarowno w ramach
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modeli gruboziarnistych typu Go [H6-H9] jak i modeli petnoatomowych [H6,H7]), metod Monte
Carlo [H1-H7] (w tym takze symulacji Monte Carlo z wymiang replik [H1,H2,H3,H5,H6]), metody
entropii maksymalnej [H1] oraz klasteryzacji [H1-H3]. Ponadto w pracach [H1,H2,H3,H5] uzytem
teoril rozpraszania promieniowania rentgenowskiego, a w pracy [H4] zastosowalem teori¢ przej$c
fazowych w ptynach klasycznych oraz teori¢ elastycznosci blon. Konieczno$¢ zastosowania
roznorodnych metod obliczeniowych oraz teorii fizycznych wynika ze ztozonosci badanych
problemow zwigzanych z dynamika konformacyjng biatek wielodomenowych.

Moje prace dotyczace konformacji [H1,H2,H3] 1 mechanizméw dziatania [H3,H4] bialek
ESCRT zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych poswigconych biologii
strukturalnej (dwie publikacje [H1,H3] w Structure) i obliczeniowej (publikacja [H4] w PLoS
Computational Biology) oraz naukom przyrodniczym w ogolnosci (publikacja [H2] w Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America). O znaczeniu prac [H1-H4]
moze $wiadczy¢ to, zostaly one zacytowane tacznie ponad 200 razy wg bazy Web of Science.

Moje badania tacznikow miedzydomenowych w biatkach celulozomalnych [HS5,H6,H7]
zostaly opublikowane w czasopismach naukowych poswieconych biologii strukturalnej (publikacja
[H5] w Journal of Structural Biology), biofizyce i biochemii molekularnej (publikacja [H6] w
Molecular BioSystems) oraz chemii fizycznej 1 fizyce chemicznej (publikacja [H7] w Physical
Chemistry Chemical Physics). Natomiast prace dotyczace stabilnosci biatek wielodomenowych
[H8,HO9] zostaty opublikowane w czasopismach poswieconych badaniom biatek (publikacja [H8] w
Proteins.: Structure, Function and Bioinformatics) 1 fizyce chemicznej (publikacja [H9] w Journal
of Chemical Physics). Ta roznorodnos$¢ czasopism publikujacych wyniki moich prac §wiadczy o
interdyscyplinarnym charakterze moich badan, ktore leza na pograniczu fizyki, chemii i biologii.
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6. Omowienie pozostalych osiaggni¢¢ naukowo-badawczych

6.1 Omowienie badan naukowych nie stanowigcych wkladu do habilitacji
6.1.1 Badania naukowe prowadzone przed uzyskaniem stopnia doktora nauk fizycznych

Podczas studiow magisterskich i1 doktoranckich na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego
specjalizowalem si¢ w fizyce statystycznej i fizyce materii migkkiej. Moja praca magisterska
dotyczyta zjawiska zwilzania. Rozwazanym zagadnieniem byt wplyw skonczonego rozmiaru
uktadu na zwilzanie $cian ukladu. Uzywajac metody macierzy przejscia uzyskatem — w ramach
roOwnowagowej mechaniki statystycznej — S$ciste rozwigzanie modelu jednowymiarowe;j
powierzchni (lini1) rozdziatu faz zawartej pomigedzy dwiema rownoleglymi $cianami w przestrzeni
dwuwymiarowej [D1]. Na poczatku studiow doktoranckich zmodyfikowatem ww. model na
przypadek jednowymiarowej btony (linii) oddzialujacej z dwiema roéwnolegtymi powierzchniami
poprzez czasteczki adhezyjne [D2].

Podczas studiow doktoranckich odbytem trzy potroczne praktyki na Wydziale Teorii
Instytutu Koloidéw 1 Miedzypowierzchni im. Maxa Plancka (Niemcy, semestry letnie w latach
2003, 3004 1 2005). Moimi opiekunami naukowymi byli dr hab. Thomas Weikl i1 prof. Reinhard
Lipowsky, ktérzy wprowadzili mnie w tematyke badan nad adhezja bton lipidowych, lipidowo-
biatkowych 1 komorkowych.

Adhezja bton komoérkowych jest wynikiem niekowalencyjnego wigzania czasteczek
zawartych w blonie jednej komorki (tzw. receptorow) ze swoistymi czasteczkami zawartymi w
przeciwlegte] blonie innej komoérki (tzw. ligandami). Adhezja bton umozliwia oddziatywania
miedzy komoérkami, co jest istotne w wielu procesach biologicznych — przykltadowo — podczas
tworzenia tkanek oraz w procesie odpowiedzi odpornosciowej organizmow wielokomorkowych.

Moja rozprawa doktorska dotyczyla zastosowania teorii procesoéw stochastycznych do
modelowania adhezji blon komoérkowych poza réwnowagg termodynamiczng. Adhezja blon
komoérkowych zwykle opisywana jest teoretycznie w ramach réwnowagowej fizyki statystyczne;.
Blony komoérkowe stanowig jednak uktady dynamiczne, ktore utrzymywane sg poza stanem
rownowagi termodynamicznej. W szczegdlnosci, pewne receptory adhezyjne (np. integryny)
sprzezone sg z procesami lub reakcjami — takimi jak hydroliza ATP — ktore utrzymywane sg przez
zywe komorki poza rdownowaga chemiczng. Tego typu sprzezenie uktadu oddziatujacych blon z
otoczeniem wyklucza mozliwo$¢ ich opisu w ramach rownowagowej fizyki statystycznej. To
wlasnie konieczno$¢ opisu stanéw nierdwnowagowych stanowila o oryginalnosci tematyki mojej
rozprawy. Przedmiotem badan byty stany stacjonarne ustalajace si¢ w uktadzie oddziatujacych bton
w wyniku aktywowanych zmian konformacyjnych czasteczek adhezyjnych [D3,D4,D5]. Analizg
tych standw przeprowadzilem opisujac dynamike oddzialujacych bton w ramach teorii procesow
stochastycznych.

W czasie studiow doktoranckich wspotpracowalem takze z dr. Mesfinem Asfawem
(woéwczas doktorantem na Wydziale Teorii Instytutu Koloidow 1 Miedzypowierzchni im. Maxa
Plancka) nad zastosowaniem metod rownowagowej mechaniki statystycznej do teoretycznego opisu
przylegania (adhezji) bton lipidowo-biatkowych [D6]. Badanymi zjawiskami byty, po pierwsze,
przemiana rozitaczenia (ang. umnbinding transition) przylegajacych blonach oraz, po drugie,
rozdzielenie faz w uktadzie przylegajacych bton.

Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora nauk fizycznych lub publikacje zwigzane
bezposrednio z moja rozprawg doktorska:
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A: Math. Gen. 36: 4551-4559 (2003). Impact Factor w 2003 r.: 1,357.

D2. Bartosz Rozycki, Marek Napiorkowski. Phase transitions in multicomponent string model.
Europhys. Lett. 66: 35-40 (2004). Impact Factor w 2004 r.: 2,120.

D3. Bartosz Rézycki, Reinhard Lipowsky, Thomas R. Weikl. Adhesion of membranes with active
stickers. Phys. Rev. Lett. 96: 048101 (2006). Impact Factor w 2006 r.: 7,072.

D4. Bartosz Rozycki, Thomas R. Weikl, Reinhard Lipowsky. Adhesion of membranes via
switchable molecules. Phys. Rev. E 73: 061908 (2006). Impact Factor w 2006 r.: 2,438.

DS5. Bartosz Rézycki, Thomas R. Weikl, Reinhard Lipowsky. Stochastic resonance for adhesion of
membranes with active stickers. Eur. Phys. J. E 22: 97-106 (2007). Impact Factor w 2007 r.:
2,025.

D6. Mesfin Asfaw, Bartosz Rézycki, Reinhard Lipowsky, Thomas R. Weikl. Membrane adhesion
via competing receptor/ligand bonds. Europhys. Lett. 76: 703-706 (2006). Impact Factor w
2006 r.: 2,229.

Zwiezly opis mojego wkladu do ww. prac:

* Mo wkiad w powstanie pracy [D1] polegat na (i) sformutowaniu problemu teoretycznego i
wskazaniu sposobu jego rozwigzania w oparciu o metode¢ macierzy przejécia, (ii) wykonaniu
wszystkich obliczen, (iii) analizie 1 dyskusji wynikow obliczen, (iv) opisaniu uzytej metody i
otrzymanych wynikow, (v) sporzadzeniu wykresOw i rysunkéw oraz (v) wspotudziale w
przygotowaniu odpowiedzi na recenzje i poprawie artykutu wedlug sugestii recenzentow.

e Mo wkiad w powstanie pracy [D2] polegal na (i) zaproponowaniu tematu badan, (ii)
sformutowaniu problemu teoretycznego i1 wskazaniu jego rozwigzania, (iii)) wykonaniu
wszystkich obliczen, (iv) analizie i dyskusji wynikéw obliczen, (v) przygotowaniu tekstu
artykutu 1 wszystkich rysunkow oraz (vi) wspolprzygotowaniu odpowiedzi na recenzje i
poprawie artykulu wedtug wskazan recenzentow.

* Moj wkitad w powstanie pracy [D3] polegal na (i) wspotudziale w sformutowaniu zagadnienia
badawczego, (i1)) wykonaniu symulacji DMC (od ang. Dynamic Monte Carlo) sieciowego
modelu bton oddzialujacych poprzez aktywne czasteczki adhezyjne, (iii) wykonaniu obliczen
analitycznych, ktore umozliwily interpretacj¢ zaobserwowanego w symulacjach rezonansu
stochastycznego, (iv) zbadaniu przemiany oddzielenia bton (ang. umnbinding transition) w
zaleznosci od szybkosci przetaczania aktywnych czasteczek adhezyjnych, (v) analizie 1 dyskus;i
wynikoéw oraz (vi) wspotudziale w pisaniu artykutu i tworzeniu rysunkow.

* Mo wkiad w powstanie tej pracy [D4] polegal na (i) wspotudziale w sformulowaniu
zagadnienia badawczego, (i1) wykonaniu symulacji typu DMC (od ang. Dynamic Monte Carlo)
sieciowego modelu bton zwigzanych przez aktywne czasteczki pobudzane przez bodziec
zewngetrzny, (iii) wykonaniu obliczen analitycznych wykazujacych w jaki sposob dynamika
DMC zbiega do dynamiki Langevina, (iv) analitycznym rozwigzaniu réwnan Langevina w
przyblizeniu harmonicznym 1 poréwnaniu tego rozwigzania z wynikami symulacji DMC, (v)
analizie 1 dyskusji wynikdw symulacji oraz (vi) przygotowaniu zasadniczych czesci tekstu
artykutu 1 wszystkich rysunkéw.

* Moj wkitad w powstanie pracy [D5] polegal na (i) wspotudziale w sformutowaniu zagadnienia
badawczego, (i1) wykonaniu numerycznych symulacji sieciowego modelu bton oddziatujacych
przez aktywne czasteczki adhezyjne, (iii) wyprowadzeniu réwnania Fokkera-Plancka
rownowaznego stochastycznej dynamice ww. modelu bton, (iv) numerycznym rozwigzaniu ww.
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rownania Fokkera-Plancka w przyblizeniu pola $redniego i poréwnaniu tego rozwigzania z
wynikami symulacji modelu sieciowego, (v) analizie 1 dyskusji wynikdw oraz (vi)
przygotowaniu zasadniczych czesci tekstu artykutu 1 wszystkich rysunkow.

* Moj wkitad w powstanie pracy [D6] polegat na (i) dyskusjach ze wspotautorami na temat przej$é
fazowych w przylegajacych blonach lipidowo-biatkowych, (ii) wykonaniu — wspolnie z dr.
Mesfinem Asfawem — obliczen analitycznych oraz (iii) wspoétudziale w wyprowadzeniu rownan
(10) 1 (12), ktoére sg gtownymi wynikami teoretycznymi pracy [D6].

6.1.2 Badania naukowe prowadzone po uzyskaniu stopnia doktora nauk fizycznych

6.1.2.A Badania adhezji blon lipidowych i wieloskladnikowych

Podczas mojego staz podoktorskiego na Wydziale Teorii Instytutu Koloidow 1 Miedzypowierzchni
im. Maxa Plancka (Poczdam, Niemcy), ktory odbytem w latach 2006-2008, prowadzitem badania
dotyczace adhezji blon [A1-A7] oraz rozdzielenia faz w blonach wielosktadnikowych [A1,A6,A7].
W badanych tych uzywatem zréznicowanych metod klasycznej mechaniki statystycznej — w tym
symulacji Monte Carlo — oraz teorii elastycznosci bton. Moimi mentorami naukowymi byli dr hab.
Thomas Weikl i prof. Reinhard Lipowsky. Prace na temat adhezji bton lipidowo-biatkowych [A4-
A7] byly do pewnego stopnia kontynuacjg i rozszerzeniem badan, ktére prowadzitem w czasie
studiow doktoranckich we wspotpracy z dr. Mesfinem Asfawem [D6]. Natomiast prace [A1-A3] nie
byly zwigzane z badaniami, ktére prowadzilem podczas doktoratu. Praca [A1l] dotyczy bowiem
zjawisk zachodzacych w wieloskladnikowej btonie lipidowej przylegajacej do pofatdowane;j
powierzchni podtoza. Prace [A2,A3] dotyczag natomiast adhezji bton na skutek adsorpcji
nanoczastek z otoczenia.

Prace stanowigce mdj wktad w badania nad adhezjg bton lipidowych 1 lipidowo-biatkowych oraz

rozdzieleniem faz w uktadach przylegajacych bton:

A1l. Bartosz Rozycki, Thomas R. Weikl, Reinhard Lipowsky. Stable patterns of membrane domains
at corrugated substrates. Phys. Rev. Lett. 100: 098103 (2008). Impact Factor w 2008 r.: 7,180.

A2. Bartosz Roézycki, Reinhard Lipowsky, Thomas R. Weikl. Effective surface interactions
mediated by adhesive particles. EPL 84: 26004 (2008). Impact Factor w 2008 r.: 2,203.

A3. Bartosz Rézycki, Reinhard Lipowsky, Thomas R. Weikl. Adhesion of surfaces via particle
adsorption: exact results for a lattice of fluid columns. J. Stat. Mech. P11006 (2009). Impact
Factor w2009 r.: 2,670.

A4. Heinrich Krobath, Bartosz Roézycki, Reinhard Lipowsky, Thomas R. Weikl. Binding
cooperativity of membrane adhesion receptors. Soft Matter 5: 3354-3361 (2009). Impact Factor
w 2009 r.: 4,869.

AS. Thomas R. Weikl, Mesfin Asfaw, Heinrich Krobath, Bartosz R6zycki, Reinhard Lipowsky.
Adhesion of membranes via receptor-ligand complexes: Domain formation, binding
cooperativity, and active processes. Soft Matter 5: 3213-3224 (2009). Impact Factor w 20009 r.:
4,869.

A6. Bartosz Rozycki, Reinhard Lipowsky, Thomas R. Weikl. Segregation of receptor-ligand
complexes in cell adhesion zones: phase diagrams and the role of thermal membrane
roughness. New J. Phys. 12: 095003 (2010). Impact Factor w 2010 r.: 3,849.

A7. Heinrich Krobath, Bartosz R6zycki, Reinhard Lipowsky, Thomas R. Weikl. Line tension and
stability of domains in cell-adhesion zones mediated by long and short receptor-ligand
complexes. PLoS ONE 6: €23284 (2011). Impact Factor w 2011 r.: 4,092.
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Zwiezty opis ww. publikacji:

Praca [A1] dotyczy zjawiska tworzenia domen fazy ptynnej uporzadkowanej (Lo od ang. liquid
ordered) 1 ptynnej nieuporzadkowanej (Ld od ang. liquid disordered) w wielosktadnikowe;j
btonie lipidowej przylegajacej do pofatdowanej powierzchni. Zjawisko to zostato odkryte w
doswiadczeniach mikroskopii fluorescencyjnej, w ktorych zaobserwowano, ze w pewnych
warunkach ksztalt domen faz Lo i Ld odzwierciedla topografi¢ podioza, do ktorego przylega
btona. Praca [A1] wyjasnia i ilosciowo opisuje to zjawisko na gruncie termodynamiki i teorii
elastycznosci blon lipidowych. Wprowadzona teoria uwzglednia takie parametry jak napigcie
liniowe miedzy fazg Lo 1 Ld, réznice moduléw sztywnosci zginania blony w fazie Lo i Ld,
energi¢ przylegania blony do podioza oraz ksztalt pofaldowanego podtoza. Zasadniczym
wynikiem pracy [Al] sg diagramy fazowe wskazujace zakresy parametréw uktadu, w ktorych
wystepujg stabilne, roztaczne domeny fazy Lo 1 Ld w pofatdowanej btonie lipidowe;.

Moj wkiad w powstanie tej pracy byt kluczowy 1 polegat na (i) udziale w rozwinigciu teorii

wyjasniajgcej wyniki doswiadczen mikroskopii fluorescencyjnej, (ii) wykonaniu wszystkich
obliczen analitycznych i1 symulacji numerycznych, (iii) sporzadzeniu diagramoéw fazowych oraz
(iv) przygotowaniu zasadniczych czgsci tekstu artykutu 1 wszystkich rysunkow.
Praca [A2] dotyczy adhezji bton na skutek adsorpcji nanoczgstek z otoczenia. Rozwazany uktad
sktada si¢ z dwoch przeciwleglych bton oraz nanoczastek dyfundujacych w roztworze wodnym
stanowigcym otoczenie bton. Nanoczastki wigzg si¢ z btonami niekowalencyjne, co prowadzi
do efektywnego oddzialywania pomi¢dzy blonami. W pracy [A2] wprowadzony zostat model
sieciowy opisujacy oddziatywania nanoczastek z powierzchniami przeciwleglych bton. Model
ten rozwigzatem analitycznie na gruncie klasycznej mechaniki statystycznej w granicy matych
stezen nanoczastek. Glownym wynikiem pracy jest zalezno$¢ energii efektywnego
oddziatywania bton od stezenia nanoczastek w roztworze. Zalezno$¢ ta jest niemonotoniczna.
Maksymalna energia efektywnego oddziatywania blon wystepuje dla stezen, dla ktorych
pokrycie pojedynczej, odosobnionej btony przez nanoczastki stanowi okoto potowe jej
powierzchni. Zalezy ona poprzez czynnik Boltzmanna od energii wigzania nanoczgstki do
powierzchni btony.

Moj wkiad w powstanie tej pracy byl znaczacy i1 polegal na (i) wspdludziale w
sformutowaniu teoretycznego modelu rozwazanego uktadu, (ii) wykonaniu wszystkich
przedstawionych w pracy obliczen, (iii) analizie i interpretacji wynikéw obliczen oraz (iv)
wspotudziale w pisaniu artykutu i wykonaniu rysunkéw 2-4.

Praca [A3] jest kontynuacjg pracy [A2]. Zawiera ona $ciste rozwigzanie modelu sieciowego
wprowadzonego w pracy [A2]. Rozwigzanie to sprowadza si¢ w granicy malych stezen
nanoczastek do wyniku pracy [A2]. Moj wkiad w powstanie tej pracy byt wiodacy 1 polegat na
(1) rozwini¢ciu badan teoretycznych nad wpltywem adsorpcji nanoczastek na efektywne
oddzialywania migdzy btonami, (ii) wykonaniu i1 przedstawieniu wszystkich obliczen, (iii)
analizie 1 dyskusji wynikéw obliczen, (iv) napisaniu zasadniczych czgsci tekstu artykutu i
przygotowaniu wszystkich wykresow (tzn. rysunkéw 2-6) oraz (v) aktywnym wspotudziale w
przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow 1 poprawie artykutu zgodnie z recenzjami.

Praca [A4] dotyczy wplywu fluktuacji termicznych na wigzanie btonowych czasteczek
adhezyjnych. Rozwazany uktad sktada si¢ z dwoch przeciwlegtych bton lipidowo-biatkowych.
Jedna z nich zawiera czasteczki adhezyjne (receptory). Druga z blon zawiera komplementarne
czasteczki adhezyjne (ligandy), ktére wiaza si¢ niekowalencyjnie z receptorami w przeciwleglej
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btonie, co prowadzi do adhezji bton. Czasteczki receptorow i ligandéw dyfunduja w obrgbie
bton, w ktorych sg zakotwiczone. Ksztalty blon podlegaja zmianom na skutek wzbudzen
termicznych. Wiagzanie czasteczki receptora z ligandem zalezy nie tylko od energii ich
bezposredniego oddziatywania lecz takze od lokalnej odleglo$ci miedzy btonami, a wigc takze
od potozenia utworzonych juz komplekséw receptor-ligand. Jest to zrodlem kooperatywnego
wigzania czasteczek receptoréw z ligandami w przeciwlegtej btonie.

Rozwazany uktad osadzony jest w ramach modelu sieciowego. Energia deformacji bton
opisywana jest poprzez Hamiltonian Helifricha. Energia oddzialywania receptoréw z ligandami
zalezy od lokalnej odleglosci migdzy btonami. Uktad jako cato$¢ opisywany jest w zespole
wielkim kanonicznym, co umozliwia wycatkowanie z sumy statystycznej stopni swobody
zwigzanych z polozeniem receptoréw i ligandéw oraz wprowadzenie nast¢pnie efektywnego
potencjatu oddziatywania jednorodnych bton.

Wprowadzony model sieciowy zostal rozwigzany na gruncie mechaniki statystycznej
stanow réwnowagi. Wykonane obliczenia analityczne zostaly poparte i1 uzupelnione przez
symulacje Monte Carlo. Gtéwnym wynikiem pracy jest rownanie (3), ktore ilosciowo opisuje
kooperatywnos$¢ wigzania receptorow adhezyjnych z ligandami.

Moj wkiad w powstanie tej pracy byt duzy i1 polegat na (i) zasadniczym wspotudziale w
rozwinigciu teorii kooperatywnego wigzania czasteczek adhezyjnych, (ii) wykonaniu czesci
obliczen analitycznych 1 wyprowadzeniu rownania (3), ktore jest zasadniczym wynikiem pracy,
(i11) udziale w analizie wynikow symulacji numerycznych wykonanych przez dr. Heinricha
Krobatha oraz (iv) udziale w pisaniu pracy.

Artykut [AS] jest przegladem prac teoretycznych na temat adhezji bton lipidowo-biatkowych
oraz komorkowych. Moj wktad sprowadzal si¢ do streszczenia prac dotyczacych dwoch
zagadnien: a) adhezji bton oddziatujacych poprzez aktywne czasteczki adhezyjne oraz b)
kooperatywnego wigzania receptoréw adhezyjnych.

Praca [A6] jest zwigzana tematycznie z pracg [A4] 1 dotyczy wplywu fluktuacji termicznych na
segregacje kompleksow bialek adhezyjnych w obszarze przylegania bton. Rozwazany uktad
sktada si¢ z dwoch przeciwlegtych bton lipidowo-biatkowych. Jedna z nich jest fragmentem
pecherzyka lipidowo-biatkowego lub komorki 1 zawiera czasteczki adhezyjne (receptory).
Druga z bton przylega do ptaskiego podtoza i zawiera dwa typy komplementarnych czasteczek
adhezyjnych (ligandy L1 i L2), ktore r6znig si¢ rozmiarem (ligandy jednego typu sg dtuzsze od
ligandow drugiego typu) oraz oddziatywaniem z receptorami w przeciwlegtej btonie. Uktad ten
zilustrowany jest na rys. 1 w pracy [A6].

Niekowalencyjne wigzanie receptorow z ligandami prowadzi do adhezji przeciwlegtych
bton. Poniewaz ligandy typow L1 1 L2 réznig si¢ dlugoscig, kompleksy receptor-ligand
posredniczace w adhezji blon takze majg rozne dlugosci. Wystepowanie ,,dtugich” i ,,krotkich”
kompleksow receptor-ligand w obszarze przylegania blon powoduje deformacje btony
zawierajace] czasteczki receptorow. Jesli srednia energia deformacji btony jest odpowiednio
duza, zachodzi przestrzenne rozdzielenie kompleksoOw receptor-ligand. Mozna wowczas
rozrozni¢ faz¢ wzbogacong o ,dtugie” kompleksy receptor-ligand 1 faz¢ wzbogacong o
,krotkie” kompleksy receptor-ligand. Praca [A6] zawiera teoretyczny opis tego zjawiska na
gruncie klasycznej fizyki statystycznej. Podobnie jak w pracy [A4], rozwazany uktad osadzony
jest w ramach modelu sieciowego, ktoéry uwzglednia energie deformacji bton lipidowych oraz
energie oddziatywan receptorow z ligandami. Jednak obliczenia wykonane zostaly nie w
zespole wielkim kanonicznym lecz w zespole kanonicznym, gdyz liczba receptoréow
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adhezyjnych na powierzchni pecherzyka lipidowo-biatkowego jest ustalona.

Gtowny wynik pracy [A6] ilustrujg diagramy razowe przedstawione na rys. 5. Uwzgledniaja
one fluktuacje termiczne w uktadzie oddziatujagcych blon. Rys. 5a odnosi si¢ do sytuacji, w
ktorej ligandy L1 i L2 wigza si¢ z receptorami R tego samego typu. Rys. 5b odnosi si¢ do
sytuacji, w ktorej ligandy L1 wigzg si¢ z receptorami R1, a ligandy L2 wiazg si¢ z receptorami
R2. W =zalezno$ci od warto$ci parametrow modelu, w obszarze przylegania blon moze
wystepowaé faza wzbogacona o ,,dtugie” kompleksy receptor-ligand lub faza wzbogacona o
,krotkie” kompleksy receptor-ligand. Fazy te mogg wspotistniec w pewnym zakresie
parametréw modelu. Na diagramach fazowych mozna takze wyr6zni¢ punkt krytyczny, powyzej
ktorego fazy te stajg si¢ nierozroznialne. Wyrazenia analityczne zadajace linie wspoélistnienia
faz wyprowadzone sg w rozdziatach 4.3 1 5.2 pracy [A6].

Moj wktad w powstanie pracy [A6] byt zasadniczy 1 polegat na (i) udziale w sformutowaniu
teoretycznego podejs$cia do problemu i rozwinigciu odpowiednich metod obliczeniowych, (ii)
wykonaniu wszystkich obliczen analitycznych 1 symulacji numerycznych, (iii) konstrukcji
diagramow fazowych przedstawionych na rys. 5 oraz (iv) wspdludziale w pisaniu artykutu i
przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

* Praca [A7] jest SciSle zwigzana tematycznie z pracg [A6] 1 dotyczy stabilnosci domen
utworzonych z kompleksow czasteczek adhezyjnych w obszarze przylegania bton. Rozwazany
uktad fizyczny jest analogiczny do uktadu zbadanego teoretycznie w pracy [A6]. Wystepowac
w nim moze faza wzbogacona o ,,dtugie” kompleksy receptor-ligand lub faza wzbogacona o
,krotkie” kompleksy receptor-ligand. Fazy te mogg w pewnych warunkach wspotistniec.
Energia swobodna na jednostke dlugosci linii rozdzielajacej wspotistniejace fazy nazywa sie
napi¢ciem liniowym. W pracy [A7] zostato wyznaczone napigcie liniowe w funkcji parametrow
modelu: modutu sztywnos$ci zginania blon, energii wigzania receptorow R1 z ligandami L1,
energii wigzania receptorow R2 z ligandami L2 oraz dtugosci i stezen receptorow i ligandow.
Otrzymane wyniki dostarczajg wielu informacji np. na temat procesu nukleacji domeny jednej
fazy w drugie;j.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na (i) wykonaniu analizy wymiarowej (dodatek S1
do artykulu), ktora utatwita rozwigzanie postawionego problemu teoretycznego, (ii)
zaproponowaniu nowatorskiej metody symulacji Monte Carlo, ktéra umozliwila wyznaczenie
napi¢cia liniowego na gruncie klasycznej teorii nukleacji, (iii)) wspoétudziale w analizie i
dyskusji wynikoéw oraz (iv) wspotudziale w przygotowaniu tekstu artykutu.

6.1.2.B Badania dotyczace rozpraszania promieniowania rentgenowskiego pod malymi katami
na bialkach w Srodowisku wodnym

Podczas stazu podoktorskiego w Laboratorium Fizyki Chemicznej Narodowego Instytutu
Cukrzycy, Chorob Uktadu Pokarmowego 1 Nerek (Bethesda, Maryland, USA), ktory odbytem w
latach 2008-2011, zostatem wdrozony w nurt badan dotyczacych struktur, dynamiki i funkcji
biatek. Moim mentorem naukowym byl prof. Gerhard Hummer — obecnie dyrektor Instytutu
Biofizyki im. Maxa Plancka we Frankfurcie — ktory jest swiatowej klasy ekspertem w zakresie
fizyki biologicznej 1 chemicznej (wskaznik Hirsha = 75, ponad 19 tysiecy cytowan, wg bazy danych
Web of Science).

Badania strukturalne biatek motywowane sa chgcig poznania podstawowych procesow
zyciowych na poziomie molekularnym. Wyznaczenie struktury przestrzennej danego biatka moze
doprowadzi¢ bowiem do wyjasnienia, w jaki sposéb wykonuje ono swoje funkcje biologiczne.
Wsrod biatek najtrudniejszych do scharakteryzowania strukturalnego sa obecnie te, ktore
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zbudowane s3 z wielu domen potaczonych nieustrukturyzowanymi fragmentami lancucha
polipeptydowego. Mimo tego, iz biatka tego rodzaju czesto wystepuja w komoérkach biologicznych
1 pelnig w nich wiele waznych funkcji — przyktadem moga by¢ opisane w rozdziale 5.3.1 biatka
ESCRT - to stanowig one bialg plam¢ w dziedzinie biologii strukturalnej. Otdz, nie moga by¢ one
zbadane calosciowo metodami rentgenografii strukturalnej ze wzgledu na obecnos¢
nieustrukturyzowanych lgcznikow miedzydomenowych (moga by¢ wyznaczone tylko struktury
poszczegdlnych domen). Nie moga by¢ takze zbadane metodami magnetycznego rezonansu
jadrowego ze wzgledu na duze rozmiary (zwykle rzgdu kilkuset kDa). Dlatego do badan tego typu
biatek uzywa si¢ coraz czesciej metod komplementarnych, a w szczegdélnosci rozpraszania
promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami (SAXS).

Rentgenografia strukturalna i magnetyczny rezonans jadrowy (NMR od ang. Nuclear
Magnetic Resonance) uwazane s obecnie za gldwne sity napedowe biologii strukturalnej. Jednak
metody te majg oczywiscie swoje ograniczenia. Rentgenografia strukturalna optymalnie nadaje si¢
do badania takich biatek, ktore w warunkach zblizonych do fizjologicznych przyjmuja jedna,
stabilng, dobrze okreslong strukture przestrzenng — strukture natywng — co umozliwia wyhodowanie
monokrysztatbw tych bialek. Natomiast obecne metody NMR stosowalne sg do badan
strukturalnych biatek o masach nie przekraczajacych ~50 kDa. Metoda SAXS nie podlega tym
ograniczeniom 1 daje dodatkowa mozliwos$¢ charakterystyki strukturalnej biatek w $rodowisku
wodnym. Po pierwsze, w przeciwienstwie do rentgenografii strukturalnej, metoda SAXS nie
wymaga hodowli krysztatlow biatek. Dlatego moze by¢ ona stosowana np. do badania biatek
pozbawionych struktury trzeciorzedowej. Po drugie, w przeciwienstwie do NMR, metoda SAXS nie
jest ograniczona przez rozmiar badanych makromolekul. Moze by¢ ona stosowana zaréwno do
badania duzych kompleksow biatkowych jak i matych biatek lub peptydow. Jakos$¢ krzywych
rozproszeniowych otrzymywanych z doswiadczen SAXS nie zalezy bezposrednio ani od rozmiaru
ani od ,,gietkosci” badanych makromolekut w $rodowisku wodnym. Co wigcej, metoda SAXS
moze by¢ stosowana do badania ciektych roztworéw makroczasteczek w szerokim zakresie stezen,
temperatur, pH, sit jonowych, itd.

Zdecydowanie stabg strong metody SAXS jest niska rozdzielczo$ci przestrzenna — zwykle w
zakresie od 1 do 2 nm. Mozna tez obrazowo powiedzie¢, ze skomplikowana, trojwymiarowa
struktura czgsteczki bialka zostaje w doswiadczeniach SAXS zredukowana do jednowymiarowej
krzywej rozproszeniowej. Jednak mimo zwigzanej z tym utraty informacji strukturalnej, analiza i
interpretacja krzywych rozproszeniowych z doswiadczen SAXS moze dostarczy¢é waznych
informacji na temat relacji strukturalno-funkcjonalnych badanych bialtek.

Rentgenografia strukturalna jest coraz czesciej uzupetiana przez SAXS w celu okreslenia
struktur biatek wielodomenowych oraz komplekséw biatkowych [S4]. Natomiast metody taczace
NMR i SAXS pozwalajg wyznacza¢ atomowe struktury bialek w §rodowisku wodnym [S4]. Takie
potaczenie wydaje si¢ szczegdlnie skuteczne, poniewaz NMR 1 SAXS dostarczaja
komplementarnych informacji strukturalnych. Mianowicie, pomiary NMR naktadajg ,,lokalne”
ograniczenia na odleglosci migdzy atomami lub na katy dwuscienne migdzy plaszczyznami wigzan
chemicznych w badanym biatku, natomiast dane z doswiadczen SAXS dostarczajg ,,globalnych”
informacji o rozmiarze i ksztatcie tego biatka.

Dane z doswiadczen SAXS wykorzystywane sa zwykle do wyznaczania tzw. obwiedni
molekularnych, ktore przedstawiajg ksztalty 1 rozmiary badanych biatek [S4]. Jednak jesli biatko w
warunkach fizjologicznych nie jest ustrukturyzowane — tzn. nie posiada jednej, stabilnej struktury
trzeciorzgdowej — to pojedyncza obwiednia molekularna nie mozna oczywiscie przedstawic¢ jego
ksztalttu. Dlatego modelowanie tego typu biatek wymaga innej strategii, ktora daje mozliwos¢ opisu
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zespotu konformacyjnego, a nie pojedynczej struktury [HI,H2,H3,H5]. W podejsciu tym stan
natywny bialka reprezentowany jest przez grupe modeli strukturalnych, ktéra jako calo§¢ musi by¢
zgodna z wynikami doswiadczen. M¢; wklad do badan biatek pozbawionych struktury
trzeciorzgdowej polega na opracowaniu metody EROS, ktora taczy symulacje molekularne z
do$wiadczeniami SAXS w celu wyznaczania zespotow konformacyjnych biatek [H1]. Metode typu
EROS zastosowalem migdzy innymi do scharakteryzowania konformacji kinazy biatkowej C [S1]
oraz kinaz tworzacych dynamiczne kompleksy z fosfatazami [S2,S3]. Otrzymane wyniki
dostarczyly waznych informacji o mechanizmach dziatania tych enzymow 1 zostaty opublikowane
w prestizowych czasopismach biologicznych (Cell) [S1], chemicznych (Journal of the Americal
Chemical Society) [S2] 1 biochemicznych (Nature Chemical Biology) [S3].

Prace dotyczace interpretacji wynikow doswiadczen SAXS kontynuowatem po zakonczeniu
stazu podoktorskiego w grupie prof. Gerharda Hummera. Ot6z, w pracy [H5] uzylem symulacji
gruboziarnistych 1 dost¢gpnych w literaturze danych z doswiadczen SAXS do scharakteryzowania
konformacji enzymu bedacego komponentem celulozomu bakterii C. thermocellum. W pracy [S4]
dokonalem przegladu tzw. ,,hybrydowych” metod biologii strukturalnej, ktére opracowane zostaty
w celu wyznaczania zespoldéw konformacyjnych biatek wielodomenowych 1 cz¢s$ciowo
nieustrukturyzowanych. Istotnym elementem owych metod hybrydowych jest rozpraszanie
promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami. W pracy [S5] pomoglem opracowa¢ metode
poprawiania przewidywanych struktur peptydow 1 matych bialek na podstawie wynikow
doswiadczen SAXS. W pracy [S6] uzylem symulacji gruboziarnistych i danych z doswiadczen
SAXS do wyznaczenia konformacji kompleksu PI4KB-14-3-3, tzn. kinazy 4-fosfatydyloinozytolu
typu IIIB (PI4KB) zwigzanej niekowalencyjnie z bialkiem oznaczanym jako 14-3-3. Na podstawie
zaproponowanego przeze mnie modelu strukturalnego kompleksu PI4KB-14-3-3 wysunigte zostaty
trzy hipotezy co do wplywu biatka 14-3-3 na enzym PI4KB oraz mechanizméw dziatania
kompleksu PI4KB-14-3-3. Hipotezy te zostaly kolejno zweryfikowane w doswiadczeniach
biochemicznych.

Prace stanowigce mdj wkiad w badania strukturalne biatek przy uzyciu symulacji komputerowych 1

danych z doswiadczen rozpraszania promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami:

S1. Thomas A. Leonard, Bartosz Rézycki, Layla F. Saidi, Gerhard Hummer, James H. Hurley.
Crystal structure and allosteric activation of protein kinase C B-1I. Cell 144: 55-66 (2011).
Impact Factor w 2011 r.: 32,403. Ponad 100 cytowan wg. bazy danych Web of Science.

S2. Dana M. Francis*, Bartosz Rozycki*, Antoni Tortajada, Gerhard Hummer, Wolfgang Peti,
Rebecca Page. Resting and active states of the ERK2:HePTP complex. J. Am. Chem. Soc. 133:
17138-17141 (2011). Impact Factor w 2011 1.: 9,907.

S3. Dana M. Francis, Bartosz R6zycki, Dorothy Koveal, Gerhard Hummer, Wolfgang Peti, Rebecca

Page. Structural basis of p38-a regulation and specificity by hematopoietic tyrosine
phosphatase. Nature Chem. Biol. 7: 916-924 (2011). Impact Factor w 2011 r.: 14,690.

S4. Bartosz Rozycki, Evzen Boura. Large, dynamic, multi-protein complexes: A challenge for
structural biology. J. Phys.: Condens. Matter 26: 463103 (2014). Impact Factor w 2014 r.:
2,346.

S5. Kecheng Yang, Bartosz Rézycki, Fengchao Cui, Ce Shi, Wenduo Chen, Yunqi Li. Sampling
enrvichment toward target structures using hybrid Molecular Dynamics-Monte Carlo
simulations. PLoS ONE 11: e0156043 (2016). Impact Factor w 2016 r.: 2,806.

* rowny wktad do pracy
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S6. Dominika Chalupska, Andrea Eisenreichova, Bartosz Roézycki, Lenka Rezabkova, Jana

Humpolickova, Martin Klima, Evzen Boura. Structural analysis of phosphatidylinositol 4-
kinase IIIf (PI4KB) — 14-3-3 protein complex reveals internal flexibility and explains 14-3-3
mediated protection from degradation in vitro. J. Struct. Biol. 200: 36-44 (2017). Impact Factor
w201671.: 2,767

Zwiezty opis ww. publikacji:

* Praca [S1] stanowi charakterystyke strukturalno-funkcjonalng kinazy biatkowej C (PKC od ang.
protein kinase C) typu PII. Struktura znacznej czg¢sci wielodomenowego enzymu PKC BII
zostala wyznaczona metodg krystalografii strukturalnej. Struktura ta uchwycita nieoczekiwany
wczesniej stan przejsciowy na Sciezce aktywacji tego enzymu. Wyniki do§wiadczen SAXS na
wielodomenowym biatku PKC BII w $rodowisku wodnym umozliwily wyznaczenie modelu
strukturalnego tego biatka w konformacji zamknigtej. Badania strukturalne wzigte razem
pokazuja, jak enzym PKC BII jest allosterycznie regulowany w dwoéch etapach (rys. 6 w pracy
[S1]), przy czym drugi etap stanowi odkryty w pracy [S1] mechanizm regulacji aktywnos$ci
kinazy biatkowej C.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na (i) wykonaniu — w ramach modelu KH
uzywajagc metody Monte Carlo — wielodomenowego biatka PKC PII, (i) wyznaczaniu
krzywych rozproszeniowych dla struktur otrzymanych z symulacji, (iii) wyborze
reprezentatywnych modeli strukturalnych zgodnych z wynikami do§wiadczen SAXS na biatku
PKC BII w $rodowisku wodnym oraz (iv) wspotudziale w dyskusji wynikéw 1 przygotowaniu
rys. S.

* Praca [S2] dotyczy aktywowanej mitogenem kinazy ERK2 w kompleksie z fosfataza
tyrozynowg HePTP. Uzylem w niej metody typu EROS do wyznaczenia konformacji
kompleksu biatkowego ERK2-HePTP w stanie spoczynkowym i aktywnym. Otrzymane wyniki
wykazuja, ze ERK2-HePTP w stanie spoczynkowym przybiera zréznicowane konformacje o
wydtuzonym ksztalcie; natomiast w stanie aktywnym ERK2 jest §cisle zwigzany z HePTP, tak
ze kompleks ERK2-HePTP przybiera ksztalt znacznie bardziej zwarty niz w stanie
spoczynkowym. Zatem fosforylacja 1 defosforylacja ERK2 skutkujag w bardzo duzych zmianach
konformacyjnych kompleksu ERK2-HePTP. Wyniki te wpisuja si¢ w nurt badan dotyczacych
mechanizmow regulacji aktywnosci kinaz biatkowych.

Moj wktad w powstanie pracy [S2] polegat na (i) wykonaniu symulacji kompleksu ERK2-
HePTP w ramach modelu KH, (ii) wyznaczeniu — na podstawie konformacji otrzymanych z
symulacji — minimalnych zespotéw konformacyjnych zgodnych z wynikami do$wiadczen
SAXS na kompleksie ERK2-HePTP w stanie spoczynkowym i aktywnym, (iii) opisaniu
uzytych metod obliczeniowych i1 otrzymanych wynikéw oraz (iv) wspoétudziale w sporzadzeniu
wszystkich rysunkow.

* Praca [S3] dotyczy fizykochemicznej i strukturalnej charakterystyki oddziatywania pomiedzy
aktywowang mitogenem kinazg p38a a fosfatazg tyrozynowg HePTP. W pracy [S3] uzylem
zmodyfikowanej odpowiednio metody EROS do zintegrowania wynikéw doswiadczen SAXS,
NMR 1 krystalografii strukturalnej w celu okreslenia konformacji kompleksu biatkowego p38a-
HePTP. Krystalografia zostala uzyta do wyznaczenia struktur poszczegdlnych domen
biatkowych wchodzacych w sktad badanego kompleksu; zmiany przesuni¢¢ chemicznych
(wyznaczone w doswiadczeniach NMR) dostarczyty informacji o aminokwasach tworzacych
kontakty migdzydomenowe; natomiast dane z do§wiadczen SAXS umozliwity umiejscowienie
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sktadowych domen biatkowych wzgledem siebie.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na (i) wprowadzeniu metody ukierunkowania
symulacji Monte Carlo gruboziarnistego modelu kompleksu p38a-HePTP przez dane z
doswiadczen NMR (tj. zmiany przesuni¢¢ chemicznych), (ii) analizie wynikéw tych symulacji i
wyznaczeniu minimalnego zespotu konformacyjnego zgodnego z wynikami doswiadczen
SAXS, (iii)) opisaniu uzytych metod obliczeniowych 1 otrzymanych wynikéw oraz (iv)
wspotudziale sporzadzeniu rysunku 5.

Praca [S4] to artykul przegladowy na temat hybrydowych metod biologii strukturalnej. Jednym
z gltownych zagadnien tej pracy jest zastosowanie symulacji komputerowych 1 metod
obliczeniowych od interpretacji danych z doswiadczen SAXS na biatkach wielodomenowych i
cze$ciowo nieustrukturyzowanych. Moj wktad w powstanie pracy [S4] polegat na (i) udziale w
opracowaniu przegladu tematyki oméwionej w artykule, (i1) przygotowaniu obszernych czgsci
tekstu artykulu 1 wigkszosci rysunkow, (iii) zredagowaniu artykulu oraz (iv) przygotowaniu
odpowiedzi na uwagi recenzentOw 1 poprawie artykulu zgodnie z uwagami recenzentow.

W pracy [S5] wprowadzono i przetestowano metode poprawiania przewidywanych struktur
biatek na podstawie danych z doswiadczen SAXS. Wprowadzona metoda opiera si¢ na
symulacjach dynamiki molekularnej, ktore ukierunkowane sg przez dane do$§wiadczalne przy
uzyciu schematu Monte Carlo. Metoda ta daje lepsze przewidywania struktur biatek 1 peptydow
dzigki potaczniu symulacji dynamiki molekularnej z doswiadczeniami SAXS. Mo6j wktad w
powstanie tej pracy polegat na konsultacjach dotyczacych rozpraszania promieniowania
rentgenowskiego na biatkach w §rodowisku wodnym oraz udziale w interpretacji wynikow
symulacji 1 pisaniu artykutu.

Praca [S6] stanowi analiz¢ struktury i funkcji kompleksu kinazy 4-fosfatydyloinozytolu typu
ITIIB (PI4KB) z biatkiem oznaczanym jako 14-3-3. Enzym PI4KB zaangazowany jest w synteze
4-fosforanu fosfatydyloinozytolu (PI4P), ktoéry jest fosfolipidem petlnigcym wazne funkcje
sygnalizacyjne w komorkach eukariotycznych. Dziatanie PI4KB jest $cisle regulowane przez
wiele innych biatek. Wiadomo w szczegolnosci, ze po fosforylacji przez kinaze biatkowa D,
biatko 14-3-3 wigze si¢ z enzymem PI4KB. Jednak mechanizmy molekularne lezace u podstaw
rozpoznawania enzymu PI4KB przez biatko 14-3-3 byly nieznane.

W pracy [S6] wykazano — uzywajgc ultrawirowania analitycznego — ze bialka 14-3-3 1
PI4KB tworza kompleks w stechiometrii 2:2. Wykonano takze do$wiadczenia SAXS na
kompleksie PI4KB-14-3-3 w S$rodowisku wodnym. Wryniki tych doswiadczen zostaty
zinterpretowane na podstawie symulacji kompleksu PI4KB-14-3-3 wykonanych w ramach
modelu KH. Wyniki te wzigte razem doprowadzity do zaproponowania trojwymiarowego
modelu kompleksu PI4KB-14-3-3 w stechiometrii 2:2. Model ten przewiduje, ze zaréwno
miejsce aktywne enzymu PI4KB jak 1 miejsce wigzana PI4KB przez biatko ACBD3 (od ang.
acyl-CoA-binding domain-containing protein-3) znajduja si¢ z dala od biatka 14-3-3. Na
podstawie zaproponowanego modelu strukturalnego kompleksu PI4KB-14-3-3 wysuni¢to zatem
nastepujace hipotezy: po pierwsze, biatko 14-3-3 nie wplywa bezposrednio na aktywnosc
enzymatyczng PI4KB; po drugie, wigzanie biatka 14-3-3 nie wplywa na rekrutacje PI4KB do
bton wewnatrzkomoérkowych przez biatko ACBD3; po trzecie, funkcja biatka 14-3-3 jest
ochrona nieustrukturyzowanych fragmentow enzymu PI4KB przed proteoliza. Hipotezy te
zostaly kolejno sprawdzone i potwierdzone w do§wiadczeniach biochemicznych.

Moj wktad w powstanie pracy [S6] polegal na (i) wykonaniu symulacji kompleksu
biatkowego PI4KB-14-3-3 w ramach gruboziarnistego modelu KH, (ii) obliczeniu krzywych
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rozproszeniowych dla modeli strukturalnych otrzymanych z symulacji, (iii) analizie danych z
doswiadczen SAXS na kompleksie PI4KB-14-3-3 w roztworze wodnym, (iv) wyznaczeniu
modeli strukturalnych zgodnych z danymi otrzymanymi z do$wiadczen SAXS, (v) analizie i
wzajemnym porownaniu wyznaczonych modeli strukturalnych, (vi) udziale w zaproponowaniu
funkcji petnionych przez biatko 14-3-3 w kompleksie z enzymem PI4KB oraz (vii) udziale w
pisaniu artykutu i wykonaniu rys. 3.

6.1.2.C Badania dotyczace bialek blonowych i deformacji blon lipidowych

Obecnie zatrudniony jestem na stanowisku adiunkta w Srodowiskowym Laboratorium Fizyki
Biologicznej Instytutu Fizyki PAN w Warszawie. Zasadniczym tematem moich badan sg biatka
wielodomenowe 1 kompleksy biatkowe [H5-H9], w szczegolnosci biatka cellulozomalne [H5-H7].
W zakresie tych badan prowadze Scista wspotprace z prof. Markiem Cieplakiem. Pobocznymi
tematami moich badan sg, po pierwsze, mechanizmy dziatania biatek blonowych [M1-M3] oraz, po
drugie, mechanizmy deformacji blon lipidowych [M3-MS5]. Prace dotyczace biatek btonowych
[M1,M2] prowadz¢ we wspolpracy z dr. Evzenem Bourg z Instytutu Chemii Organicznej i
Biochemii Czeskiej Akademii Nauk. Natomiast prace na temat deformacji dwuwarstw lipidowych
[M4,M5] prowadzg we wspdlpracy z prof. Reinhardem Lipowskym z Instytutu Koloidow i
Miedzypowierzchni im. Maxa Plancka. Wspolnym mianownikiem tych prac sg fizykochemiczne
wlasnosci bton lipidowych. Badania zaréwno biatek btonowych jak 1 samych bton lipidowych
motywowane sg checig zrozumienia — na poziomie molekularnym — mechanizmow funkcjonowania
bton komorkowych.

Btony komorkowe rozdzielajg wnetrze komoérek biologicznych od ich otoczenia. Sg one
zbudowane z dwuwarstwy lipidowej oraz rozmaitych biatek. Pewne rodzaje biatek sg tylko luzno
zwigzane z blong lipidowa, natomiast inne przeszywaja dwuwarstwe lub sg w niej stabilnie
zakotwiczone. Btony lipidowo-biatkowe otaczajg tez organelle wewnatrzkomorkowe. Sktad
chemiczny 1 ksztalt tych bton musza by¢ aktywnie modyfikowane 1 kontrolowane przez
wyspecjalizowane grupy biatek. Jest to konieczne do utrzymania roéznorodnych procesow
zyciowych. Dlatego btony komorkowe sg bardzo dynamicznymi uktadami supramolekularnymi.

Sktad chemiczny bton komérkowych jest modyfikowany miedzy innymi na skutek dziatania
odpowiednich enzymoéw. Pewne z nich dziatajg na biatka btonowe, a inne — na lipidy. Przyktadem
enzymow modyfikujacych czasteczki lipidow sa kinazy 4-fosfatydyloinozytolu (P14K), ktorych
dotyczy praca [M1]. Niektore z typoéw kinaz PI4K wigza si¢ z wielodomenowym biatkiem ACBD3
(od ang. acyl-CoA-binding domain-containing protein-3), ktore jest niezbedne dla wihasciwego
dziatania aparatu Gologiego. Biatko ACBD3 jest takze wykorzystywane przez pewne wirusy do
replikacji w komorce gospodarza, co jest tematem przewodnim pracy [M2].

Nie tylko sktad lipidowy lecz takze ksztatt blon komérkowych jest modytikowany przez
roznorodne biatka. Przyktadem sg omowione w rozdziale 5.3.1 biatka ESCRT, ktére powoduja
paczkowanie bton endosomalnych w kierunku do wnetrza endosoméw [H3,H4,M3]. Praca [M3]
jest przegladem literatury na temat paczkowania bton komorkowych. Dyskutowanym zagadnieniem
jest poréwnanie udzialu biatek i lipidow w réznych procesach komoérkowych, w ktorych zachodzi
paczkowanie bton.

Ksztatt bton lipidowych moze podlega¢ zmianom nie tylko na skutek dziatania bialek lecz
takze pod wptywem malych czasteczek lub jonow. Istota tego zjawiska sg oczywiscie fizyczne
oddziatywania lipidow tworzacych blong¢ z matymi czasteczkami lub jonami w $rodowisku
wodnym otaczajagcym blong. Przykladowo, adsorpcja matych czasteczek lub jonow na jednej z
dwoch warstw lipidowych btony powoduje nierownomierne rozlozenie naprezen w poprzek
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dwuwarstwy lipidowej, co moze prowadzi¢ do zakrzywienia btony [M4]. Analogicznego efektu
mozna si¢ spodziewac, jesli oddziatywania miedzy lipidami tworzacymi btone a czasteczkami lub
jonami w ich otoczeniu sg odpychajace [M5]. Celem prac [M4,M5] jest wyjasnienie — na gruncie
fizyki statystycznej, mechaniki ptynow 1 mechaniki molekularnej — w jaki sposob btony lipidowe
ulegaja deformacji pod wptywem matych czasteczek lub jonow.

Prace stanowigce moj wktad w badania dotyczace biatek blonowych [M1-M3] i1 deformacji bton

lipidowych [M3-M5]:

M1. Adriana Baumlova, Dominika Chalupska, Bartosz Rozycki, Marko Jovic, Eva Wisniewski,
Martin Klima, Anna Dubankova, Daniel P Kloer, Radim Nencka, Tamas Balla, Evzen Boura.
The crystal structure of the phosphatidylinositol 4-kinase II-o. EMBO Reports 15: 1085-1092
(2014). Impact Factor w 2014 r.: 9,055.

M2. Martin Klima, Dominika Chalupska, Bartosz Rézycki, Jana Humpolickova, Lenka Rezabkova,
Jan Silhan, Adriana Baumlova, Anna Dubankova, Evzen Boura. Kobuviral non-structural 34
proteins act as molecular harnesses to hijack the host ACBD3 protein. Structure 25: 219-230
(2017). Impact Factor w 2016 r.: 4,945.

M3. James H. Hurley, Evzen Boura, Lars-Anders Carlson, Bartosz Rozycki. Membrane budding.
Cell 143: 875-887 (2010). Impact Factor w 2010 r.: 32,406. Ponad 100 cytowan wg. bazy
danych Web of Science.

M4. Bartosz Rézycki, Reinhard Lipowsky. Spontaneous curvature of bilayer membranes from
molecular simulations: Asymmetric lipid densities and asymmetric adsorption. J. Chem. Phys.
142: 054101 (2015). Impact Factor w 2015 r.: 2,894.

MS5. Bartosz Rozycki, Reinhard Lipowsky. Membrane curvature generated by asymmetric
depletion layers of ions, small molecules, and nanoparticles. J. Chem. Phys. 145: 074117
(2016). Impact Factor w 2016 r.: 2,965.

Zwiezty opis ww. publikacji:

* W pracy [M1] zbadane zostato oddziatywanie kinazy 4-fosfatydyloinozytolu (P14K) typu Il-a z
btong lipidowa. Enzymy PI4K zaangazowane sg w syntez¢ 4-fosforanu fosfatydyloinozytolu
(PI4P), ktory jest fosfolipidem pelnigcym istotne funkcje sygnalizacyjne w komorkach
eukariotycznych. Struktura enzymu PI4K II-o w kompleksie z dwiema czgsteczkami ATP
zostala odkryta przez wspotpracownikoéw z Instytutu Chemii Organicznej i Biochemii Czeskiej
Akademii Nauk. W kinazie PI4K II-a mozna wyrézni¢ dwa ptaty, N i C, a bruzda pomiedzy
nimi jest miejscem wigzacym jedng czasteczke ATP. Co ciekawe, drugie miejsce wigzace
czasteczke ATP znajduje si¢ w ,,bocznej kieszeni” w ptacie C. Wyznaczenie struktury atomowej
PI4K II-o umozliwitlo wykonanie symulacji zakotwiczenia tego enzymu na btonie lipidowe;.
Wykonane przeze mnie symulacje komputerowe w potaczeniu z do§wiadczeniami mutagenezy
zobrazowaly sposob wigzania biatka PI4K II-a z btong 1 wskazaty domniemang funkcje kieszeni
boczne] w placie C. Wyniki te wzigte razem sugeruja mechanizmy rekrutacji, regulacji i
dziatania kinazy PI4K II-a na btonie lipidowej. Dostarczajg przez to istotnych informacji o tym,
jak w blonach aparatu Gologiego syntetyzowane sg lipidy PI4P.

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu symulacji gruboziarnistego modelu
enzymu PI4K II-a zakotwiczonego w btonie lipidowej poprzez reszty kwasu palmitynowego.
Na podstawie analizy wynikéw tych symulacji opisatem przestrzenne ulozenie enzymu na
btonie lipidowej 1 zaproponowatem grupe aminokwasow tworzacych miejsca wigzania enzymu
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PI4K II-a z blona.

Praca [M2] jest powigzana z pracg [M1] w tym sensie, ze takze dotyczy biatek oddziatujacych z
btonami aparatu Gologiego. Praca [M2] wpisuje si¢ jednocze$nie w nurt badan nad
molekularnymi podstawami replikacji pikornawiruséw. Pikornawirusy to rodzina wirusow
wywotujacych u ludzi szereg choréb — od zwyktego przezigbienia po zapalenie watroby typu A
1 chorobe Heinego-Medina. Jedng z kilku wspdlnych cech wirusow nalezacych do tej rodziny
jest to, ze replikujg w komorce gospodarza na specyficznych platformach btonowych zwanych
organellami replikacji. Aby utworzy¢ organelle replikacji, pikornawirusy wykorzystuja kilka
typoéw bialek komorki gospodarza, w tym biatko ACBD3 (od ang. acyl-CoA-binding domain-
containing protein-3), z ktérym oddziatuje wirusowe biatko 3A. Biatko to jest pozbawione
struktury trzeciorzedowej 1 zawiera helis¢ transblonowa, ktora kotwiczy kompleks biatkowy
3A-ACBD3 w btonie organelli replikacji. Struktura domeny GOLD (od ang. Golgi dynamics
domain) biatka ACBD3 w kompleksie z pozabtonowa czes$cig wirusowego biatka 3A zostata
odkryta przez wspotpracownikéw z Instytutu Chemii Organicznej 1 Biochemii Czeskiej
Akademii Nauk. Wykonane przeze mnie symulacje dynamiki molekularnej wskazaty, w jaki
sposob kompleks 3A-GOLD wigze si¢ z blong i ktére aminokwasy na powierzchni domeny
GOLD majg istotny wktad do tego wigzania. Analiza mutagenezy ukierunkowanej potwierdzita
wyniki przeprowadzonych przeze mnie symulacji dynamiki molekularnej. Praca [M2] dostarcza
informac;ji strukturalnych koniecznych do zrozumienia, w jaki sposob kompleks biatek wirusa i
gospodarza (3A-GOLD) organizuje si¢ na organellach replikacji. Otrzymane wyniki moga
postuzy¢ takze do identyfikacji nowych potencjalnych celéw terapii przeciwwirusowe;.

Mo wklad w powstanie pracy [M2] polegat na wykonaniu pelnoatomowych symulacji

dynamiki molekularnej transblonowego biatka 3A zwigzanego z zakotwiczong w blonie
lipidowej (poprzez reszte¢ mirystylowa) domeng GOLD biatka ACBD3. Moim wkiadem byto
takze przeprowadzenie analizy wynikow symulacji, na podstawie ktorej zidentyfikowatem
grupe aminokwasow tworzacych miejsce wigzania domeny GOLD z btong lipidowa.
Praca [M3] jest artykutem przeglagdowym na temat paczkowania bton komorkowych. W
literaturze biologicznej i biofizycznej znalez¢ mozna coraz wigcej prac, w ktorych réznorodne
procesy komorkowe z udzialem paczkowana bton zostalty zrekonstruowane in vitro,
dostarczajac rzetelnych podstaw do wyjasnienia tychze procesOw na poziomie molekularnym.
Prace te wykazuja, ze paczkowanie bton komoérkowych jest z reguly spowodowane $Scistym
pokryciem lub ,,optaszczeniem” fragmentu blony przez odpowiednie biatka. Ptaszcz utworzony
z bialek dziata w tych przypadkach jak temblak nadajgc blonie swoj ksztatt. Dobrze zbadanym
przyktadem jest biatko o nazwie klatryna, ktora optaszcza pgcherzyki wewngtrzkomorkowe
powstale z blony cytoplazmatycznej w procesie endocytozy. Czasteczki klatryny wigza si¢
poprzez kompleksy biatek adaptorowych do fragmentu blony, ktéry ma zosta¢ zdeformowany 1
przeksztatlcony w pecherzyk. Po dotarciu na miejsce docelowe, pecherzyki pozbawiane sa
ptaszcza klatrynowego, w nastgpstwie czego moga zosta¢ potaczone z btong docelowa [M3].

Odstepstwem od wyzej wspomnianej reguly sa kompleksy biatkowe ESCRT, ktore
prawdopodobnie nie optaszczajg paczkujacych bton. Zostaly one bowiem zlokalizowane jedynie
w szyjkach taczacych powstajace pecherzyki z btong macierzysta. Biatka ESCRT wykorzystuja
wiec inne mechanizmy dzialania — ktére pozostaja w duzej mierze niewyjasnione — niz
ksztaltowanie bton poprzez ich optaszczanie [H3,H4,M3].

W pracy [M3] oméwione jest takze paczkowanie wielosktadnikowych bton lipidowych,
ktore w pewnych warunkach zachodzi spontanicznie — bez udziatu Zadnych bialek — jak
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wykazano to w do$wiadczeniach mikroskopii fluorescencyjnej na pecherzykach lipidowych o
rozmiarach rzedu 10 um (GUV). Efekt ten latwo wyjasni¢ na podstawie termodynamiki i
mechaniki bton lipidowych. Ot6z, rozdzielenie faz lipidowych w wielosktadnikowej btonie
prowadzi do powstania napigcia liniowego migdzy fazg plynng uporzadkowang i ptynna
nieuporzadkowang. Jesli sily napiecia liniowego sa wigksze od sit elastycznosci koniecznych do
odksztatcenia btony lipidowe;j, proces paczkowania zachodzi spontanicznie [M3].

Poréwnanie trzech ww. czynnikéw — plaszcz klatrynowy, kompleksy biatek ESCRT,
napigcie liniowe — prowokuje nastepujgce pytanie: jaki wktad do procesow paczkowania maja
lipidy tworzace btony, a jaki biatka dziatajace na btony? Probg odpowiedzi na to pytanie jest
praca [M3], ktora skupia si¢ na poréwnaniu roli bialek i1 lipidow w rdéznych procesach
komoérkowych, podczas ktorych zachodzi paczkowanie blon. Mo; wkiad do pracy [M3]
dotyczyt gléwnie fragmentow na temat mechaniki i termodynamiki ptynnych bton lipidowych.
Prace [M4,M5] dotycza deformacji bton lipidowych spowodowanych oddziatywaniami matych
czasteczek lub jonéw z btonami. Kluczowg wielko$cig badang w pracach [M4,M5] jest
krzywizna spontaniczna, ktora jest jednym z mezoskopowych parametréw teorii elastycznosci
bton lipidowych. Parametr ten ilo§ciowo opisuje asymetri¢ pomiedzy dwiema warstwami dane;j
btony 1 zwigzang z tym tendencje btony do spontanicznego tworzenia zakrzywionych struktur
przestrzennych. Mimo tego, ze koncept krzywizny spontanicznej dyskutowany byt od dawna w
kontekscie ciggtych modeli bton, to byl on zasadniczo ignorowany w symulacjach dynamiki
molekularnej blon lipidowych 1 lipidowo-biatkowych — gltownie ze wzgledu na problem
warunkow brzegowych. W pracach [M4,M5] przeprowadzilem pierwsze — na gruncie dynamiki
molekularnej — systematyczne badania krzywizny spontanicznej generowanej, po pierwsze,
asymetrig gestosci upakowania lipidow w przeciwleglych warstwach blony [M4], po drugie,
asymetrig pokrycia przeciwleglych warstw btony przez czasteczki zaadsorbowane z otoczenia
wodnego [M4] oraz, po trzecie, rdéznicg stezen czasteczek w roztworach wodnych po
przeciwlegtych warstwach btony [M5]. Symulacje dynamiki molekularnej wykonatem w
ramach gruboziarnistego modelu typu DPD. Wyniki wykonanych przeze mnie symulacji
dostarczyly dogltebnego zrozumienia ww. uktadow i1 utatwity przez to ich analiz¢ teoretyczng na
gruncie fizyki statystycznej i mechaniki plynéw. Wprowadzitem dzigki temu — w S$cistej
wspotpracy z prof. Reinhardem Lipowskym z Instytutu Koloidéw i Migdzypowierzchni im.
Maxa Plancka — proste 1 ogdlne zalezno$ci pomigdzy a) krzywizng spontaniczng, b) asymetrig
pokrycia przeciwlegtych warstw blony przez czasteczki lub jony oraz c) napigciem
powierzchniowym tychze warstw btony.

W symulacjach dynamiki molekularnej w ramach modelu DPD [M4,M5] zastosowalem
dwie odmienne metody do wyznaczania krzywizny spontanicznej. Pierwsza z nich — oparta na
pracach Helfricha z 1981 roku — wymaga wyznaczenia rozktadu lokalnych naprezen w stanie
zerowego napiecia powierzchniowego blony. Druga metoda, wprowadzona w pracy [M4],
opiera si¢ na przedstawieniu btony jako dwoch réwnolegltych powierzchni rozdziatu pltynoéw
(woda-lipidy) 1 wyznaczaniu napigcia powierzchniowego tychze warstw. Metody te dostarczyly
rownowaznych wynikéw we wszystkich zbadanych uktadach.

Mo wkiad w powstanie prac [M4,M5] byl zasadniczy i1 polegal na (i) wspotudziale w
wyborze tematyki badan, sformutowaniu problemu fizycznego i rozwinigciu odpowiedniego
podejscia teoretycznego, (ii) wykonaniu symulacji dynamiki molekularnej oraz czesci obliczen
analitycznych, (iii) analizie 1 interpretacji wynikOw symulacji oraz (iv) przygotowaniu
obszernych fragmentow artykutow i znacznej wigkszosci rysunkow.
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6.2 Publikacje w czasopismach spoza listy JCR
6.2.1 Rozdzial ksigzki

*  Wolfgang Peti, Rebecca Page, Evzen Boura, Bartosz Rézycki. ,,Structures of dynamic protein
complexes: Hybrid techniques to study MAP kinase complexes and the ESCRT system”.
Rozdziat XVII w ,,Protein NMR: Methods and Protocols”, Ranajeet Ghose (ed). Humana Press,
New York, NY. Methods in Molecular Biology 1688: 375-389 (2018).

Rozdziat ten jest przegladem hybrydowych metod wspotczesnej biologii strukturalnej. Moj wktad

w jego powstanie polegal na przygotowaniu catego rozdziatu 3.3, sporzadzeniu rysunku 1

ilustrujgcego metode EROS opisang w rozdziale 3.3, udziale w pisaniu wstepu i1 udziale w

opracowaniu rozdziatu 3.2.

6.2.2 Artykuly przegladowe i popularnonaukowe w jezyku polskim

* Bartosz Rozycki. ,,Konformacje biatek wielodomenowych i cz¢sciowo nieustrukturyzowanych
— symulacje 1 eksperymenty”. Postepy Biochemii 63: 132-136 (2017).

Artykutl ten jest zwieztym przegladem wspodiczesnych badan nad biatkami wielodomenowymi i

pozbawionymi struktury trzeciorzedowej. Dotyczy on przede wszystkim hybrydowych metod

biologii strukturalne;.

* Bartosz Rozycki. ,,Postep w pomiarach biatek nieustrukturyzowanych”. Wszechswiat 117: 295-
304 (2016).
Praca ta jest artykulem popularnonaukowym o biatkach pozbawionych struktury trzeciorzedowe;.

6.3 Wyklady zaproszone na konferencjach, sympozjach i konwersatoriach

Wyklady zaproszone na konferencjach miedzynarodowych

* Biomolecules and Nanostructures 6. Polska, Podlesice, 11.05.2017. Tytul wyktadu:
»Assembling cellulosomes by molecular simulations and SAXS experiments”.

* Biomembrane Days 2014. Niemcy, Berlin, 01.09.2014. Tytul wyktadu: ,,Spontaneous curvature
of bilayer membranes from asymmetric lipid and adsorbate densities”.

« 9™ European Conference on Mathematical and Theoretical Biology. Szwecja, Goteborg,
16.06.2014. Tytut wyktadu: ,,Adhesion of membranes via receptor-ligand complexes: Binding
cooperativity, domain formation and line tension effects”.

* International Conference on Computational Science and Technology. Polska, Warszawa,
16.05.2014. Tytut wyktadu: ,,Ensembles of multi-protein complexes in simulation and
experiment”.

Wyklady zaproszone na sympozjach

* Sympozjum ,,Physics Under Extreme Conditions” w ramach Migdzynarodowego Studium
Doktoranckiego Instytutu Fizyki PAN. Warszawa, 03.11.2016. Tytul wyktadu: ,,Life at extreme
temperatures”.

* ASBMB Symposium on Biochemistry and Cell Biology of ESCRTs in Health and Disease.
Snowbird, Utah, USA, 15.10.2010. Tytut wyktadu: ,,Coatless vesicle budding by ESCRTs”.

Wyklad zaproszony na konwersatorium

* Colloquium of the International Graduate Research Training Group 1524. Konwersatorium
politechniki berlinskiej. Niemcy, Berlin, 10.02.2015. Tytul referatu: ,,Assembling multi-protein
complexes by SAXS, FRET, EPR and molecular simulations”.
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6.4 Referaty wygloszone na seminariach

Seminarium Fizyki Materii Skondensowanej, Instytut Fizyki PAN, Warszawa, 17.01.2017.
Tytul referatu: ,,Rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego pod matymi katami jako
metoda badania biatek wielodomenowych”.

Skype Seminar on Life Science, Institute for Computational Science and Technology in
Vietnam, Warszawa, 26.06.2015. Tytut referatu: ,,Spontaneous curvature of bilayer membranes
from molecular simulations: Asymmetric lipid densities and asymmetric adsorbate
concentrations”.

Seminar of the State Key Laboratory of Polymer Physics and Chemistry, Changchun Institute of
Applied Chemistry, Chinese Academy of Sciences, Chiny, Changchun, 17.06.2015. Tytut
referatu: ,,Spontaneous curvature of bilayer membranes from molecular simulations”.

Polymer Science Lecture Series, State Key Laboratory of Polymer Physics and Chemistry,
Changchun Institute of Applied Chemistry, Chinese Academy of Sciences, Chiny, Changchun,
15.06.2015. Tytut referatu: ,,Assembling protein complexes with intrinsic disorder by
simulation and experiment”.

Seminarium z Fizyki Biologicznej 1 Bioinformatyki Instytutu Biochemii 1 Biofizyki PAN,
Instytutu Fizyki PAN i Zaktadu Biofizyki UW, Warszawa, 22.10.2014. Tytut referatu:
»Spontaneous curvature of bilayer membranes: Asymmetric lipid densities and asymmetric
adsorption”.

Skype Seminar on Life Science, Institute for Computational Science and Technology in
Vietnam, Warszawa, 28.02.2014. Tytut referatu: ,,Assembling the multi-protein ESCRT
complexes by simulation and experiment”.

Seminarium z Fizyki Biologicznej 1 Bioinformatyki Instytutu Biochemii 1 Biofizyki PAN,
Instytutu Fizyki PAN i Zaktadu Biofizyki UW, Warszawa, 23.10.2013. Tytut referatu: ,,Adhezja
bton komoérkowych - efekty kooperatywnego wigzania receptoréw adhezyjnych i tworzenia
domen w synapsie immunologicznej”.

Seminar of the Biochemistry Department, Institute of Organic Chemistry and Biochemistry,
Czech Academy of Sciences, Praga, Czechy, 04.10.2013. Tytut referatu: ,,Assembling multi-
protein complexes by simulation and experiment”.

Seminar on Modern Concepts in Structural Biology, Max F. Perutz Laboratories, Department of
Structural and Computational Biology, Wieden, Austria, 31.01.2013, Tytut referatu:
»Assembling multi-protein complexes with intrinsic disorder by simulation and experiment:
application to the ESCRT system”.

Seminarium z Fizyki Biologicznej 1 Bioinformatyki Instytutu Biochemii 1 Biofizyki PAN,
Instytutu Fizyki PAN i Zaktadu Biofizyki UW, Warszawa, 12.12.2012. Tytut referatu:
,Konformacje bialek wielodomenowych 1 kompleksow biatkowych badane przy uzyciu
potaczenia symulacji molekularnych z do§wiadczeniami SAXS, EPR, FRET 1 NMR”.
Department Workshops, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Department of Theory
and Bio-systems, Ringberg, Niemcy, 12.03.2012. Tytut referatu: ,,The ESCRT machinery”.
Theory and Bio-systems Department Seminar, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces,
Poczdam, Niemcy, 12.12.2011. Tytut referatu: ,,Ensemble refinement of multi-domain proteins
with disordered segments”.

LCP Seminar, National Institutes of Health, NIDDK, Laboratory of Chemical Physics,
Bethesda, MD, USA, 01.12.2009. Tytul referatu: ,,Binding cooperativity of membrane adhesion
receptors’.
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LCP Seminar, National Institutes of Health, NIDDK, Laboratory of Chemical Physics,
Bethesda, MD, USA, 17.12.2008. Tytul referatu: ,,Stable Patterns of Membrane Domains at
Corrugated Substrates”.

Department Workshops, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Department of Theory
and Bio-systems, Semlin, Niemcy, 11.03.2008. Tytut referatu: ,,Stable Patterns of Membrane
Domains at Corrugated Substrates™.

Department Workshops, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Department of Theory
and Bio-systems, Malta, 16.03.2007. Tytut referatu: ,,Lipid membranes: adhesion via soluble
stickers and curvature-modulated phase separation”.

Seminarium Fizyki Statystycznej, Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, Instytut Fizyki
Teoretycznej, Warszawa, 09.06.2006. Tytul referatu: ,,Stochastyczne modele adhezji bton
komoérkowych poza rownowaga termodynamiczng”.

Seminarium z Fizyki Biologicznej 1 Bioinformatyki Instytutu Biochemii 1 Biofizyki PAN,
Instytutu Fizyki PAN i Zaktadu Biofizyki UW, Warszawa, 24.04.2006. Tytut referatu: ,,Adhezja
bton z aktywnymi sktadnikami”.

Seminarium Fizyki Statystycznej, Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, Instytut Fizyki
Teoretycznej, Warszawa, 07.10.2005. Tytut referatu: ,,Motory Brownowskie”.

»Theory of Soft and Biomatter: Irreversible and Active Processes” Seminar, Max Planck
Institute of Colloids and Interfaces, International Max Planck Research School on Biomimetic
Systems, Poczdam, Niemcy, 13.06.2005. Tytut referatu: ,,Brownian ratchets”.

Department Workshops, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Department of Theory,
Ringberg, Niemcy, 16.03.2005. Tytut referatu: ,,Adhesion control of membranes by active
stickers”.

»Theory of Soft and Biomatter” Seminar, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces,
International Max Planck Research School on Biomimetic Systems, Poczdam, Niemcy,
10.05.2004. Tytut referatu: ,,Unfolding and Jarzynski’s equality”.

Seminarium Fizyki Statystycznej, Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, Instytut Fizyki
Teoretycznej, Warszawa, 07.11.2003. Tytul referatu: ,,Stochastyczny model aktywnych
sktadnikow membran biologicznych”.

Seminarium Fizyki Statystycznej, Wydziat Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego, Instytut Fizyki
Teoretycznej, Warszawa, 25.10.2002. Tytul referatu: ,, Wptyw skonczonych rozmiarow uktadu
na zjawisko zwilzania”.

Theory Department Seminar, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Poczdam,
Niemcy, 22.07.2002. Tytut referatu: ,,Finite-size effects on wetting transitions”.

6.5 Aktywny udzial w konferencjach i zjazdach

Prezentacja plakatu na konferencji ,,Gordon Research Conference on Cellulases and Other
Carbohydrate-Active Enzymes”, Proctor Academy, Andover, NH, USA, 23-28.07.2017. Tytut
prezentacji: ,,Assembling cellulosomes by molecular simulations and SAXS experiments”.
Prezentacja plakatu na konferencji ,,Conformational Ensembles from Experimental Data and
Computer Simulations”, Biophysical Society Thematic Meeting, Berlin, Niemcy, 25-
29.08.2017. Tytut prezentacji: ,,Large, dynamic, multi-protein complexes - molecular
simulations and SAXS experiments”.

Prezentacja plakatu na konferencji ,,Biomembrane Days 2016, Berlin, Niemcy, 05-07.09.2016.
Tytul prezentacji: ,,Spontaneous curvature of biomembranes from molecular simulations”.
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Referat na Zjezdzie Fizykow Polskich, Sesja 7: Biofizyka, Kielce, 07.09.2015. Tytut referatu:
,Roznorodnos¢ konformacyjna wielodomenowej ksylanazy Z”.

Prezentacja plakatu na konferencji ,,Biomolecules and Nanostructures 57, Jaroszowice,
15.05.2015. Tytut prezentacji: ,,Conformational ensemble of the multi-domain Xylanase Z of
Clostridium thermocellum”.

Prowadzenie sesji ,,Networks” na konferencji ,,From Soft Matter to Bio-Systems”, Poczdam,
Niemcy, 21.11.2013.

Prezentacja plakatu na konferencji ,,Biomolecules and Nanostructures 4”, Puttusk, 15-
19.05.2013. Tytut prezentacji: ,,Protein adsorption and deformations on solid surfaces”.
Referat (contributed talk) na konferencji ,,Multi-Pole Approach to Structural Biology”,
Warszawa, 18.11.2011. Tytut referatu: ,,Ensembles of proteins with disordered segments”.
Referat (invited talk) na zjezdzie ,,Alumni Meeting of the Max Planck Institute of Colloids and
Interfaces”, Poczdam, Niemcy, 03.06.2010. Tytut referatu: ,,Conformations of ESCRT CHMP3:
insights from simulations and SAXS experiments”.

Referat (contributed talk) na Zjezdzie Niemieckiego Towarzystwa Fizycznego (DPG), Berlin,
Niemcy, 25-29.02.2008. Tytut referatu: ,,Phase separation in membranes suported on corrugated
substrates”.

Prezentacja plakatu na zjezdzie ,,Alumni Meeting of the Max Planck Institute of Colloids and
Interfaces”, Poczdam, Niemcy, 08.06.2007. Tytut prezentacji: ,,Adhesion via soluble
crosslinkers”.

Referat (contributed talk) na Zjezdzie Niemieckiego Towarzystwa Fizycznego (DPG),
Regensburg, Niemcy, 26.03.2007. Tytut referatu: ,,Adhesion of membranes with active
stickers”.

Prezentacja plakatu na zjezdzie ,,Alumni Meeting of the Max Planck Institute of Colloids and
Interfaces”, Poczdam, Niemcy, 27.05.2005. Tytut prezentacji: ,,Adhesion of membranes with
active stickers”.

Prezentacja plakatu na Zjezdzie Niemieckiego Towarzystwa Fizycznego (DPG), Berlin,
04.03.2005. Tytut prezentacji: ,,Adhesion control of membranes by active stickers”.
Prezentacja plakatu na konferencji ,,15™ Marian Smoluchowski Symposium on Statistical
Physics: Fundamentals and Applications”, Zakopane, 07-12.09.2002, Tytut prezentacji: ,,Exact
solution of the two-dimensional RSOS model for the wetting transition”.

6.6 Wspolpraca krajowa i zagraniczna udokumentowana publikacjami naukowymi

Prof. Marek Cieplak, Instytut Fizyki PAN. Wspodlpraca dotyczaca dynamiki konformacyjnej
biatek wielodomenowych i czgSciowo nieustrukturyzowanych (publikacje H5-H9), w tym
biatek celulozomalnych (publikacje H5,H6,H7).

Prof. Reinhard Lipowsky, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Niemcy. Wspotpraca
dotyczaca deformacji bton lipidowych (publikacje M4,M5) 1 adhezji bton lipidowych, lipidowo-
biatkowych 1 komorkowych (publikacje D3-D6 oraz A1-A7).

Dr hab. Thomas Weikl, Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Niemcy. Wspotpraca
dotyczaca adhezji bton (publikacje D3-D6, A1-A7) oraz biatek adhezyjnych — w ramach
projektu ,,Bialka wielodomenowe 1 czg¢$ciowo nieustrukturyzowane w procesach rozkladu
celulozy 1 adhezji komorek™ wspieranego przez Narodowe Centrum Nauki (program OPUS 11).
Prof. Gerhard Hummer, Max Planck Institute of Biophysics, Niemcy. Wspotpraca dotyczaca
biatek wielodomenowych i cz¢sciowo nieustrukturyzowanych, w szczegdlnosci biatek ESCRT
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(publikacje H1-H4), kinaz biatkowych (publikacja S1) oraz kinaz tworzacych kompleksy z
fosfatazami (publikacje S2, S3).

* Dr Evzen Boura, Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Czechy. Wspodipraca
dotyczaca struktur i1 funkcji biatek btonowych (publikacje M1,M2,M3), deformacji bton
lipidowo-biatkowych (publikacje H4,M3) oraz konformacji bialek w roztworach wodnych
badanych przy uzyciu metody SAXS (publikacje H2,H3,54,S6).

* Prof. James H. Hurley, University of California, Berkeley, USA. Wspotpraca dotyczaca biatek
ESCRT (publikacje H2,H3,H4), blon lipidowo-biatkowych (publikacja M3) oraz kinazy
biatkowej C (publikacja S1).

* Prof. Wolfgang Peti, University of Arizona, USA. Wspolpraca dotyczaca fosfataz i kinaz
biatkowych (publikacje S2,S3).

* Dr Yungqi Li, Changchun Institute of Applied Chemistry, Chinese Academy of Science, Chiny.
Wspotpraca dotyczaca wykorzystania danych z doswiadczen rozproszeniowych SAXS do
ukierunkowania symulacji dynamiki molekularnej (publikacja S5).

* Prof. Mirjam Czjzek, Station Biologique de Roscoff, CNRS, Francja. Wspodlpraca dotyczaca
biatek celulozomalnych (publikacja HY).

* Dr Pierre-Andre Cazade, University of Limerick, Irlandia. Wspotpraca dotyczaca wlasnosci i
funkcji tacznikéw miedzydomenowych w biatkach celulozomalnych (publikacja H7).

6.7 Kierowanie projektami badawczymi

* Biatka wielodomenowe 1 czgSciowo nieustrukturyzowane w procesach rozktadu celulozy i
adhezji komorek™. Projekt w ramach programu Opus 11 zorganizowanego przez Narodowe
Centrum Nauki. Wynik oceny wniosku: drugie miejsce na li§cie rankingowej w panelu NZ1.
Srodki przyznane na wykonanie projektu: 278 400 PLN. Data rozpoczecia: 12.01.2017.
Planowana data zakonczenia: 11.01.2020.

* Biatka wielodomenowe i multimerowe: zgiebianie ich struktur i mechaniki”. Projekt w ramach
programu Opus 3 zorganizowanego przez Narodowe Centrum Nauki. Wynik oceny wniosku:
pierwsze miejsce na liScie rankingowej w panelu NZ1. Przyznane $rodki: 287 056 PLN. Data
rozpoczecia: 06.03.2013. Data zakonczenia: 05.06.2015.

* Biatka z domeng F-BAR w procesach endocytozy 1 tubulacji bton lipidowych”. Projekt w
ramach programu luventus Plus zorganizowanego przez Ministerstwo Nauki i1 Szkolnictwa
wyzszego. Wynik oceny wniosku: 68/70 punktow. Przyznane $rodki: 169 000 PLN. Data
rozpoczecia: 08.07.2013. Data zakonczenia: 07.07.2015.

6.8 Stypendia i nagrody naukowe

* Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla Mtodych Wybitnych Naukowcow
(01.11.2013 —31.10.2016)

* Miedzynarodowe Stypendium Wyjazdowe im. Marii Sktodowskiej-Curie w ramach 7-go
Programu Ramowego Wspdlnoty Europejskiej (15.10.2009 — 14.10.2012)

7. Dzialalno$¢ na rzecz Srodowiska akademickiego

7.1 Dzialalno$é recenzencka
7.1.1 Recenzje projektow badawczych

* Praca w Zespole Ekspertow Narodowego Centrum Nauki w panelu tematycznym NZ1 w roku
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2017:

- recenzje 16 wnioskow zlozonych od Narodowego Centrum Nauki w 23. edycji konkurséw
Opus, Preludium i Sonata,

- udziat w dwoch spotkaniach panelowych: 13-14 lutego 1 10 kwietnia 2017 r.

Recenzja jednego wniosku dla National Research, Development and Innovation Olffice of
Hungary (NKFIH) w roku 2016.

7.1.2 Recenzje publikacji naukowych dla czasopism z listy JCR

Physical Review E, 2008-2017, 22 recenzje

Physical Review Letters, 2009-2016, 20 recenzji

Biophysical Journal, 2008-2017, 18 recenzji

Journal of Physics D: Applied Physics, 2014-2017, 9 recenzji
Soft Matter, 2012-2017, 7 recenzji

Scientific Reports, 2015-2017, 4 recenzje

Journal of Biomechanics, 2014-2016, 4 recenzje

Physical Biology, 2015-2016, 4 recenzje

Journal of Chemical Information and Modeling, 2017, 3 recenzje
EPL (Europhysics Letters), 2012-2017, 3 recenzje

Physica A: Statistical Mechanics and its Applications, 2015-2016, 3 recenzje
Science Advances, 2017, 2 recenzje

Chemical Physics Letters, 2017, 2 recenzje

Biomedical Materials, 2017, 2 recenzje

BBA Biomembranes, 2016, 2 recenzje

Journal of Biological Systems, 2015-2016, 2 recenzje
Biophysical Reviews and Letters, 2008-2012, 2 recenzje

Journal of Chemical Physics, 2016, 1 recenzja

Structure, 2015, 1 recenzja

Journal of Statistical Mechanics: Theory and Experiment, 2015, 1 recenzja
Molecular and Cellular Proteomics, 2014, 1 recenzja
Biopolymers, 2014, 1 recenzja

BMC Biophysics, 2014, 1 recenzja

Cell, 2012, 1 recenzja

New Journal of Physics, 2010, 1 recenzja

Journal of Theoretical Biology, 2007, 1 recenzja

Langmuir, 2007, 1 recenzja

7.2 Dzialalnos¢ dydaktyczna

7.2.1 Zajecia dydaktyczne w Miedzynarodowym Studium Doktoranckim IF PAN

wspotprowadzenie semestralnego wyktadu ,,Wstep do Biofizyki” (cztery dwugodzinne wyktady
w semestrze letnim 2014/2015)

wspotprowadzenie semestralnego wyktadu ,,Statistical thermodynamics in soft matter and
biological physics” (sze$¢ dwugodzinnych wyktadow w semestrze letnim 2015/2016)
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7.2.2 Zajecia dydaktyczne na Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego

prowadzenie C¢wiczen do wykladu prof. Marka Napiorkowskiego ,,Termodynamika
fenomenologiczna” (30 godz. w semestrze zimowym 2002/2003)

prowadzenie ¢wiczen do wykladu prof. Jerzego Kaminskiego ,,Matematyka IIIA” (60 godz. w
semestrze zimowym 2002/2003)

prowadzenie ¢wiczen do wyktadu prof. Marka Napiorkowskiego ,,Mechanika statystyczna” (45
godz. w semestrze zimowym 2003/2004)

prowadzenie ¢wiczen do wykladu prof. Ernesta Bartnika ,Matematyka IIIA” (60 godz. w
semestrze zimowym 2003/2004)

prowadzenie ¢wiczen do wyktadu prof. Marka Napiorkowskiego ,,Fizyka statystyczna” (45
godz. w semestrze zimowym 2004/2005)

prowadzenie ¢wiczen do wyktadu prof. Wojciecha Kopczynskiego ,,Mechanika klasyczna” (30
godz. w semestrze zimowym 2004/2005)

7.2.3 Opieka naukowa nad studentami odbywajacymi praktyki letnie

Instytut Fizyki PAN, Warszawa, lipiec-wrzesien 2013, dwoch praktykantow
Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Poczdam, Niemcy, lipiec-sierpien 2007, jeden
praktykant

7.3 Dzialalno$¢ w zakresie popularyzacji nauki

Artykul popularnonaukowy pt. ,Postep w pomiarach bialek nieustrukturyzowanych”
opublikowany w czasopismie Wszechswiat, ktdére poswigcone jest upowszechnianiu nauk
przyrodniczych (Wszechswiat, tom 117, nr 10-12/2016, strony 295-304).

Wyktad popularnonaukowy na sympozjum ,,Physics Under Extreme Conditions”
zorganizowanym w ramach Migdzynarodowego Studium Doktoranckiego Instytutu Fizyki
PAN. Warszawa, 03.11.2016. Tytut wyktadu: ,,Life at extreme temperatures”.

Wywiad dla magazynu Projects rozpowszechniajacego informacje o europejskich projektach w
zakresie badan i1 rozwoju: Joshua Howgego, artykul pt. ,,Spaghetti-like protein structures
untangled”, Projects 29: 90-91 (2012).
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