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4.1

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych Ilub
artystycznych.

2012 — obecnie

Adiunkt, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski

2009-2012

Asystent, Miedzyuczelniany Wydzial Biotechnologii, Uniwersytet Gdanski

Omdowienie osiggnigé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z péz’n.b zm.).

Cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych

Osiggnigciami naukowymi, ktére stanowig podstawe niniejszego wniosku sa:
I. opis struktury bialek Rep plazmidéw o szerokim zakresie gospodarzy oraz

okreslenie mechanizmu dzialania tych bialek w komoérkach Caulobacter crescentus

I1. odkrycie oddzialywania bialek Rep i ApOrecl z jednoniciowym DNA rejonu
DUE origin oraz opis struktury kompleksé6w nukloproteinowych bialka RepE

II1. okres$lenie wplywu oddzialywan z DNA w procesie proteolizy bialek Rep

Osiagniecia I-III udokumentowane sg w publikacjach stanowigcych cykl prac pt.

witruktura i funkcja kompleksow nukleoproteinowych w replikacji DNA”.

W pracach dokumentujacych osiagnigcia [-111 gwiazdka * oznaczono wspdtautoréw o
jednakowym ze mng wkladzie w powstanie danej pracy. Krzyzykiem # oznaczono

wspdlautordéw pelnigeych razem ze mng role autora korespondencyjnego.

Oswiadczenia wspotautoréw publikacji okreslajace indywidualny wkiad kazdego

autora w powstanie poszczegdlnych publikacji zamieszczono w zataczniku nr 3A.

I. Opis struktury bialek Rep plazmidéw o szerokim zakresie gospodarzy oraz
okreslenie mechanizmu dzialania tych bialek w komoérkach Caulobacter crescentus
W momencie podejmowania przeze mnie tematu badawczego zwigzanego z analiza
struktury bialek Rep wiadomo bylo, ze plazmidowe inicjatory replikacji, biatka Rep,
zbudowane sg z dwoch domen typu oskrzydlonej helisy (WH). Nieznana byla struktura

inicjatorow replikacji plazmidow o szerokim zakresie gospodarzy. Przeprowadzone
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przeze mnie badania pozwolily opisa¢ tréjdomenows strukture kodowanego przez
plazmid RK2 biatka TrfA oraz okresli¢ znaczenie wszystkich trzech domen w procesie
inicjacji replikacji plazmidu o szerokim zakresie gospodarzy jakim jest RK2. Poniewaz
bialko TrfA kodowane jest w dwdch formach (w wersji krétszej 33kDa TrfA-33 oraz
dhuzszej 44kDa TrfA-44), ktore w réznym stopniu sg w stanie inicjowaé replikacje
plazmidu w roéznych gatunkach bakterii, zbadalam mechanizm dzialania tych dwéch
form inicjatora w komorkach Caulobacter crescentus. Scharakteryzowalam proces
replikacji plazmidu o szerokim zakresie gospodarzy w C. crescentus w czasie trwania
cyklu komorkowego.

Osiggniecie to zostato opisane w dwdch pracach oryginalnych:

1. Wegrzyn, K.*, Zabrocka, E.*, Bury, K., Tomiczek, B., Wieczor, M., Czub, J,,
Uciechowska, U., Moreno-Del Alamo, M., Walkow, U., Grochowina, 1., Dutkiewicz,
R., Bujnicki, J.M., Giraldo, R., Konieczny, 1.; (2021) Defining a novel domain that
provides an essential contribution to site-specific interaction of Rep protein with DNA.
Nucleic Acids Research, 49 (6), pp. 3394-3408
(IF2021 19,160; MEiN2021 = 200)

2.Wegrzyn, K., Witosinska, M., Schweiger, P., Bury, K., Jenal, U., Konieczny, I.; (2013)
RK2 plasmid dynamics in Caulobacter crescentus cells - Two modes of DNA replication
initiation Microbiology-SGM 159:1010-1022.

(IF2013 2,835; MNiSW2013 = 30)

II. Odkrycie oddzialywania bialek Rep i ApOrecl z jednoniciowym DNA rejonu
DUE origin oraz opis struktury komplekséw nukloproteinowych bialka RepE
Zbadalam i odkrylam, ze tak jak wykazano to dla chromosomalnych inicjatoréw
replikacji, biatek DnaA, plazmidowe inicjatory replikacji (Rep) tworza kompleksy z
jednoniciowym DNA (ssDNA), a ich tworzenie zalezy od sekwencji DNA i jest
niezbedne do zajscia procesu inicjacji replikacji. Wykazatam, ze oddziatywanie to jest
istotne dla tworzenia stabilnego kompleksu otwartego na etapie inicjacji replikacji.
Podobne oddzialywanie odkrylam takze dla inicjatora z archebakterii Aeropyrum
pernix, biatka Orcl. Uzyskatam struktury krystaliczne biatka RepE plazmidu F z
ssDNA oraz kompleksu potrojnego dsDNA-RepE-ssDNA. Struktura kompleksu
potrojnego oraz przeprowadzone przeze mnie analizy biochemiczne sg pierwszym
bezposrednim dowodem potwierdzajgcym szeroko dyskutowany w literaturze model

inicjacji replikacji DNA wedtug mechanizmu odwroéconej petli (ang. loop-back model).
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Osiggniecie to zostalo opisane w trzech pracach oryginalnych:

1.Wegrzyn, K., Fuentes-Perez, M.E., Bury, K., Rajewska, M., Moreno-Herrero, F.,
Konieczny, 1., (2014) Sequence-specific interactions of Rep proteins with ssSDNA in the
AT-rich region of the plasmid replication origin Nucleic Acids Res. 42 (12), pp. 7807-
7818.

(IF2014 9,112; MNiSW2014 = 40)

2.Wegrzyn, K.#, Oliwa, M., Nowacka, N., Zabrocka, E., Bury, K., Purzycki, P.,
Czaplewska, P., Pipka, J., Giraldo, R., Konieczny, L# (2023) Rep protein
accommodates together dsDNA and ssDNA which enables a loop-back mechanism to
plasmid DNA replication initiation. Nucleic Acids Research, DOI: 10.1093/nar/gkad740
(IF2023 14,90; MEiN2023 = 200)

3.Wegrzyn, K.#, Konieczny, I.; Archaeal Orcl protein interacts with T-rich single-
stranded DNA. (2021) BMC Research Notes, 14 (1), art. no. 275
(IF2021 0,521 ; MEiN2021 = 70)

oraz trzech pracach przeglagdowych:

4.Rajewska, M., Wegrzyn, K., Konieczny, 1.; AT-rich region and repeated sequences -
the essential elements of replication origins of bacterial replicons (2012) FEMS
Microbiology Reviews 36 (2), pp. 408-434.
(IF2012 13,231; MNiSW2012 = 45)

5.Zabrocka, E., Wegrzyn, K., Konieczny, 1.; Two replication initiators - one mechanism
for replication origin opening? (2014) Plasmid 76, pp. 72-78.
(IF2014 1,578; MNiSW2014 = 15)

6.Wegrzyn, K.*#, Gross, M.*, Uciechowska, U., Konieczny, I.#; Replisome assembly at
bacterial chromosomes and iteron plasmids (2016) Front Mol Biosci. 3:39.

(IF2016 1,774; MNiSW2016 = -)

III. Okreslenie wplywu oddzialywan z DNA w procesie proteolizy bialek Rep
Badania zespotu prof. Igora Koniecznego, w ktérych bratam udzial wykazaty, ze
aktywno$¢ proteolityczna proteazy Lon wzgledem biatek Rep jest uwarunkowana
oddziatywaniami substratu z DNA. Kontynuujgc te badania odkrylam, ze réwniez

proteaza Lon, dla proteolizy bialek Rep musi wigza¢ DNA. Zidentyfikowatam reszty



aminokwasowe proteazy Lon niezbedne do tworzenia kompleksu nukleoproteinowego
i wykazalam, ze substytucje tych reszt skutkujg brakiem aktywnosci proteolitycznej
wzgledem plazmidowych inicjatorow replikacji.

Wyniki tych badan opisane zostaly w pracy oryginalne;j:

1. Karlowicz, A.*, Wegrzyn, K.*, Gross, M., Kaczynska, D., Ropelewska, M.,
Siemiatkowska, M., Bujnicki, J.M., Konieczny, 1.; (2017) Defining the crucial domain
and amino acid residues in bacterial Lon protease for DNA binding and processing of
DNA-interacting substrates J Biol Chem. 292 (18), pp. 7507-7518.

(IF2017 4,010; MNiSW2017 = 35)

i przegladowe;:

2. Karlowicz A.*, Wegrzyn K.*, Dubiel A., Ropelewska M., Konieczny 1., (2016)
,,Proteolysis in plasmid DNA stable maintenance in bacterial cells.” Plasmid 86:7-13.

(IF2016 1,545; MNiSW2016 = 15)

Publikacje opisujgce przedstawione osiggnig¢cia I-111, opublikowane w latach 2012-
2023, stanowig cykl prac pt. ,,Struktura i funkcja komplekséw nukleoproteinowych w
replikacji DNA”. Laczna wartos¢ wskaznika cytowan IF dla prac skladajgcych si¢ na
przedstawiony cykl wynosi 68,666. Laczna liczba punktow MNiSW dla prac skladajgcych sie
na przedstawiony cykl wynosi 650 pkt. (zgodnie z zatgcznikiem do komunikatu Ministra Nauki

i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 18 grudnia 2019 r.).

Powyzszy cykl publikacji przedstawia wyniki otrzymane w trakcie mojej pracy w latach
2009 — 2023 w Zakladzie Biologii Molekularnej (wczesniej Katedrze Biologii Molekularnej i
Komérkowej) Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed oraz stazu
naukowego w laboratorium prof. Fernando Moreno-Herrero w Narodowym Centrum
Biotechnologii w Madrycie (Hiszpania) i wizyt studyjnych w laboratorium prof. Marcina
Nowotnego w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej w
Warszawie.

W trakcie realizacji mojego projektu doktorskiego zajmowalam si¢ zagadnieniem
zwigzanym z lokalizacja czgsteczek plazmidowego DNA w komodrkach bakterii oraz ich
partycja do komdrek potomnych (Zalgcznik 4, pozycja I 1 zestawienia calkowitego dorobku
naukowego). Modelem badawczym w prowadzonych przeze mnie badaniach byt plazmid RK2,
utrzymujacy sie w wielu Gram ujemnych bakteriach, w tym patogenach zwierzat i ludzi.

Doswiadczenie i umiejetnosci zdobyte podczas projektu doktorskiego postanowilam
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wykorzysta¢ i rozwija¢ w dalszej pracy naukowej nad strukturg i znaczeniem kompleksow
nukleoproteinowych w metabolizmie DNA, a przede wszystkim w procesie replikacji.

Proces replikacji DNA jest niezbedny do przezycia kazdej komorki i od wielu lat jest
przedmiotem badan licznych zespoléw badawczych. Dzigki zastosowaniu zaawansowanych
technik badawczych mozliwe jest coraz bardziej szczegdélowe poznanie i opisanie przebiegu
tego procesu. W przypadku chromosomoéw bakterii, inicjacja replikacji DNA zalezy przede
wszystkim od dostepnosci i aktywnosci inicjatora replikacji, biatka DnaA oraz innych biatek
replikacyjnych takich jak helikaza (np. DnaB), gyraza czy primaza. Replikacja plazmidowego
DNA, w szczeg6lnosci plazmidow iteronowych zawierajacych powtorzone sekwencje (iterony)
w origin replikacji, zalezy natomiast od aktywnosci kodowanego przez plazmid inicjatora,
biatka Rep oraz bardzo czgsto réwniez inicjatora chromosomalnego DnaA. Takze aktywno$é
pozostalych biatek replikacyjnych gospodarza jest niezbedna do zapoczatkowania i
prawidtowego przebiegu procesu powielenia plazmidowego DNA. W procesie inicjacji
replikacji niezwykle istotna jest réwniez prawidlowa sekwencja i wzajemna orientacja
motywow znajdujgcych sie w rejonie origin, czyli miejscu startu replikacji. Znaczenie budowy
rejonu origin zostalo opisane w pracy Rajewska, Wegrzyn, Konieczny 2012 FEMS

Microbiology Reviews, ktorej jestem wspolautorem (pozycja 4 dokumentujgca osiagniecie 11,

stanowigce podstawg niniejszego wniosku).

Niezwykle wazne jest, aby proces replikacji DNA zachodzil w odpowiednim momencie
cyklu komorkowego. Precyzyjne zainicjowanie tego procesu, zwigzane jest z dostepnoscia i
aktywno$cia biatek inicjacji replikacji, ktore tworza odpowiednie kompleksy nukleoproteinowe
w miejscu startu replikacji. W przypadku plazmidéw jako pozachromosomalnych elementéw
genetycznych, nie wiadomo bylo na ile ich replikacja skorelowana jest z replikacja
chromosomalnego DNA komorki gospodarza. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem
plazmidu o szerokim zakresie gospodarzy RK2 oraz jako gospodarza komorek bakterii
Caulobacter crescentus dzielagcych si¢ asymetrycznie (kompartyment matczyny komorki jest
dobrze rozrdznialny od kompartymentu komorki potomnej), pozwolily mi zbada¢ tg zaleznos¢.
Wyniki tych badan opisatam w publikacji Wegrzyn i wsp., 2013 Microbiology-SGM (pozycja
2 dokumentujaca osiggniecie 1). Dzieki synchronizacji komorek C. crescentus poprzez
wirowanie gestosciowe 1 wyodrebnienie komorek w fazie G1 cyklu komorkowego, mozliwe
bylo $ledzenie w kolejnych fazach cyklu: lokalizacji i liczby kopii plazmidu, poziomu syntezy
DNA oraz tworzenia kompleksow nukleoproteinowych w origin replikacji. Obserwacje
mikroskopowe z wykorzystaniem systemu do przyzyciowego znakowania DNA w komorkach,

FROS (Fluorescent Repressor—Operator System), pozwolity zaobserwowal, Zze czgsteczki
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plazmidu RK2 tworzg skupiska, ktore lokalizuja si¢ asymetrycznie, przede wszystkim w
kompartymencie matczynym komorki, a nie kompartymencie komodrki potomnej.
Przeprowadzona przeze mnie analiza liczby kopii plazmidowego DNA pozwolila okresli¢, ze
w jednym skupisku znajdujg sie najczesciej dwie kopie plazmidowego DNA, niezaleznie od
fazy cyklu komoérkowego oraz kompartymentu. Detekcja syntezy DNA w komorkach
synchronizowanej hodowli C. crescentus wykazata, ze plazmidowy DNA, podobnie jak
chromosom, replikuje przede wszystkim w fazie S cyklu komorkowego. Otrzymane przeze
mnie i wspélpracownikéw wyniki po raz pierwszy pokazaly replikacj¢ plazmidowego
DNA w odniesieniu do cyklu komérkowego bakterii. Co ciekawe, pomimo wielu lat badan,
kwestia zalezno$ci metabolizmu plazmidowego DNA od metabolizmu komorki gospodarza nie
jest do konca jasna, jednak badania prowadzone obecnie przeze mnie i nasz zespol wskazuja,
ze ta zalezno$¢ wystepuje i ma szczegdlnie istotny wplyw na metabolizm plazmidowego DNA
w momencie stresu komérkowego.

Przeprowadzone przeze mnie analizy z wykorzystaniem metody ChIP (Chromatin
Immunoprecipitation), kt6rg zoptymalizowatam w celu wykrywania kompleksow w rejonie
origin plazmidéw i chromosomu bakterii, wykazaty, ze w odréznieniu od chromosomu, poziom
syntezy plazmidowego DNA nie koreluje z liczbg komplekséw tworzonych przez bialko
inicjacji replikacji gospodarza DnaA w origin replikacji plazmidu. Bialko DnaA zwigzane w
origin plazmidu wykrywatam we wszystkich fazach cyklu komérkowego, natomiast w origin
chromosomalnego DNA przede wszystkim w fazie S, kiedy wykrywano réwniez najwyzszy
poziom syntezy DNA. Réznice w liczbie komplekséw nukleoproteinowych w origin plazmidu
w trakcie trwania cyklu komorkowego C. crescentus obserwowalam dla kodowanego przez
plazmid biatka inicjacji replikacji TrfA. To od odpowiedniej ilosci biatka TrfA zwigzanego z
iteronami zalezato wiec zachodzenie replikacji DNA plazmidu RK2. Biatko TrfA kodowane
jest na plazmidzie w dwodch formach: dtuzszej o masie 44 kDa (TrfA-44) i krétszej o masie
33 kDa (TrfA-33). W komorkach Escherichia coli obie formy sa aktywne replikacyjnie,
jednakze wymagajg wspoldziatania z biatkiem DnaA bakterii. Z kolei w komorkach
Pseudomonas aeruginosa tylko biatko TrfA-44 jest zdolne inicjowac replikacje plazmidu RK2,
bez udzialu biatka DnaA. Sposob inicjowania replikacji plazmidu RK2 w komorkach
C. crescentus nie byt znany. Dlatego sklonowatam i oczyscitam biatka DnaA i helikaz¢ DnaB
z tej bakterii 1 zbadalam aktywno$¢ inicjatorow TrfA-33 i1 TrfA-44 w origin plazmidu RK2.
Badania aktywnosci dwoch form biatka TrfA przeprowadzitam réwniez in vivo. Uzyskane
przeze mnie wyniki wskazaly po raz pierwszy na mozliwe dwa ré6zne mechanizmy inicjacji

replikacji plazmidu RK2 w komérkach tych bakterii, jeden zalezny i drugi niezalezny od
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aktywnosci bialka DnaA. Wyniki opublikowane zostaly w pracy Wegrzyn i wsp., 2013
Microbiology-SGM.

Plazmidowe inicjatory replikacji, biatka Rep zbudowane sg przede wszystkim z dwoch
domen typu oskrzydlonej helisy (ang. winged helix, WH). W przypadku biatka TrfA-33,
inicjatora replikacji plazmidu RK2, oprécz dwoéch domen WH, wystepuje N-terminalna czesé
biatka, ktorej struktura nie byla znana. Poniewaz oczyszczone biatko TrfA jest niestabilne,
niemozliwym okazalo si¢ uzyskanie preparatu o stezeniu niezbednym w analizach
strukturalnych. Dlatego w badaniach nad strukturg tego biatka zastosowaliSmy podejscie
bioinformatyczne. Wspolpraca z zespotem prof. Janusza Bujnickiego z Migdzynarodowego
Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie zaowocowata modelem biatka
TrfA-33, ktory zawieral dwie domeny WH i krétki fragment je poprzedzajacy. Niestety
zastosowanie metod opartych o modelowanie homologiczne nie pozwolito na uzyskanie
pelnego modelu bialka. Do uzyskania modelu biatka TrfA-33 o pelnej sekwencji
zastosowaliSmy wiec nowe podejscie. We wspotpracy z dr Bartlomiejem Tomiczkiem z
Zaktadu Ewolucji Molekularnej MWB UG i GUMed oraz zespotem prof. Jacka Czuba z
Politechniki Gdanskiej, przeprowadzona zostata analiza ewolucyjna pochodzenia biatka TrfA
oraz zastosowane zostato wieloetapowe podejscie do uzyskania modelu strukturalnego biatka i
jego kompleksu z dsDNA. Analiza filogenetyczna pozwolita na wyodrgbnienie nowej rodziny
bialek TrfA-podobnych, ktore charakteryzowata obecnos¢ dodatkowej sekwencji
poprzedzajgcej domeny WH. Natomiast do przygotowania modelu biatka wykorzystano
modelowanie homologiczne (dla domen WH), modelowanie ab initio (dla N-terminalnej
domeny) oraz dane biochemiczne (z analiz spektrometrii mas kompleksow TrfA-dsDNA oraz
z przeprowadzonych przeze mnie analiz tworzenia komplekséw z dsDNA przez warianty biatka
TrfA). W pierwszym etapie przygotowano wstepny model biatka, na podstawie ktoérego wraz z
zespolem, zaprojektowatam trzynascie wariantow zawierajacych pojedyncze substytucje
aminokwasow. Dla dziewieciu z nich skonstruowatam wektory ekspresyjne, a nastepnie
oczyscitam wszystkie warianty i sprawdzilam ich zdolno$¢ do oddzialywania z dsDNA
wykorzystujac technike analizy oddzialywania w czasie rzeczywistym - powierzchniowy
rezonans plazmonowy (SPR). Analiza SPR pozwolila mi wyznaczy¢ stale kinetyczne
oddzialywania z DNA dla wszystkich oczyszczonych biatek. Dla wszystkich tych biatek
sprawdzitam réwniez zdolno$¢ do inicjowania replikacji plazmidowego DNA in vitro. Dane te
zostaly nastepnie wykorzystane do weryfikacji i optymalizacji wstgpnego modelu, a nastepnie
wskazania najbardziej prawdopodobnego modelu biatka TrfA-33 o peilnej sekwencji, w

kompleksie z dsDNA. Uzyskany przez nas model potwierdzil nasze weze$niejsze badania
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biochemiczne, wskazujace, ze N-terminala sekwencja bialka TrfA-33 tworzy niezalezng
domeng. Byl to pierwszy model strukturalny bialka Rep o tréjdomenowej strukturze.
Postanowitam sprawdzi¢, czy wigzanie wszystkich domen jest niezbedne do stabilnego
wigzania biatka do DNA. Przeprowadzone analizy SPR potwierdzity, ze N-terminalna domena
samodzielnie tworzy kompleks z dsDNA, ale tylko biatko zawierajace zar6wno domeng N-
terminalng jak i dwie domeny WH jest w stanie stabilnie zwigza¢ sekwencje iteronow. Co
ciekawe, o ile pojedyncze domeny wigza dsDNA niezaleznie od sekwencji, to cate biatko TrfA
wigze sie specyficznie, tylko do sekwencji iteronow. Uzyskane przeze mnie wyniki byly
pierwszymi pokazujacymi, ze specyficzno$é wzgledem sekwencji DNA w origin replikacji
plazmidow o szerokim zakresie gospodarzy zalezy od oddzialywania wszystkich domen
bialka inicjatorowego. Wyniki te zostaly opublikowane w pracy Wegrzyn, Zabrocka i wsp.,
2021 Nucleic Acids Research (pozycja 1 dokumentujgca osiagnigcie I, stanowigce podstawe
niniejszego wniosku).

Pomimo wieloletnich badan, ktorych przedmiotem sg biatka inicjujace replikacje DNA
zaréwno w komorkach prokariotycznych jak i eukariotycznych, oraz po mimo rozwoju technik
strukturalnych, mechanizm procesu powielania materiatlu genetycznego, a szczegoélnie jego
inicjacji nie jest w pelni poznany. Badania z ostatnich lat wykazaly miedzy innymi, Ze
bakteryjne biatko DnaA, oprécz oddzialywania ze specyficznymi sekwencjami DnaA-box,
znajdujgcymi sie w origin replikacji chromosomu, oddziatuje réwniez z jednoniciowym DNA
(ssDNA), ktory pojawia sie w rejonie DUE (DNA unwinding element) w momencie
rozplecenia dwuniciowej helisy DNA. W przypadku innych inicjatoréw replikacji taka
aktywno$¢ nie byla znana. Postanowilam zaja¢ si¢ tym zagadnieniem, a badania przeprowadzi¢
zarbwno dla bialek plazmidowych (biatka Rep: TrfA, RepE) jak i bialka archebakterii
Aeropyrum pernix (ApOrcl). W badaniach nad oddzialywaniem bialek Rep z ssDNA
wykorzystalam zaréwno techniki biochemiczne jak i bardziej zaawansowang metode
obrazowania kompleksow nukleoproteinowych — mikroskopie sil atomowych (AFM).
Technika AFM pozwala na uzyskanie obrazu pojedynczych czgsteczek biomolekut 1
bezposrednig obserwacje tworzenia komplekséw biatko — DNA. Dzieki nawigzanej wspolpracy
z prof. Fernando Herrero-Moreno z Madrytu w Hiszpani, specjalisty w wykorzystaniu
AFM do analizy komplekséw biatko-DNA, mozliwy byl moj trzykrotny wyjazd do jego
laboratorium (3 - 27. 10.2011, 8-21.07.2012 i 5-18.08.2012) i przeprowadzenie analiz
oddzialywania bialek Rep z ssDNA rejonu DUE plazmidéw. Badania przeprowadzone przeze
mnie w Madrycie byly zgodne z wynikami uzyskanymi w Gdansku. Bialka Rep oddziatywaty

z ssDNA rejonu DUE, ale tylko z jedng specyficzng nicig. Poniewaz rejon DUE zawiera
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powtorzone sekwencje (13-mery plazmid RK2; 8-mery plazmid F) zbadatam, czy
oddzialywanie bialek Rep z tym rejonem wymaga obecnosci wszystkich powtdrzen.
Wykazalam, ze zmiana sekwencji nawet jednego z czterech powtdrzen skutkuje zaburzeniem
tworzenia kompleksu nukleoproteinowego i w rezultacie brakiem replikacji plazmidowego
DNA. Ponad to analizy, ktére przeprowadzitam z wykorzystaniem sgczenia molekularnego
oraz AFM wykazaly mozliwo$¢ tworzenia kompleksow potrojnych miedzy dsDNA
zawierajagcym iterony, biatkiem Rep i fragmentem ssDNA zawierajgcym sekwencje jednej z
nici rejonu DUE. Uzyskane przeze mnie wyniki zostaly opublikowane w pracy Wegrzyn i
wsp., 2014 Nucleic Acids Research (pozycja 1 dokumentujgca osiggniecie II). Bylo to
pierwsze doniesienie na temat oddzialywania bialek Rep z ssDNA. Wyniki tych oraz
wczesniejszych badan podsumowalam w pracach przegladowych Zabrocka, Wegrzyn,
Konieczny 2014 Plasmid (pozycja 5 dokumentujgca osiggnigcie II), w ktorej jestem
wspolautorem oraz w pracy Wegrzyn*#, Gross*, Uciechowska, Konieczny# 2016 Front Mol

Biosci. (pozycja 6 dokumentujgca osiagniecie II), w ktorej jestem rownorzednym pierwszym

autorem i jednym z dwoch autoréw korespondencyjnych.

Przeprowadzone do tego momentu badania nie rozstrzygaty czy jedna czasteczka biatka
Rep wigze zaréwno iterony jak 1 sSDNA, czy tez niektore czgsteczki oddziatujg tylko z dsDNA
a inne z ssDNA. Nieznana byla réwniez struktura i funkcja tych komplekséw. Otwarta
pozostawala kwestia, czy inne inicjatory replikacji np. w komodrkach Archebakterii, tworzg
kompleksy nukleoproteinowe z ssDNA rejonu DUE. Tymi zagadnieniami zajetam si¢ po
powrocie z dlugotrwatego zwolnienia lekarskiego (01.2014-08.2014) i urlopu macierzynskiego
(09.2014-02.2015). W pierwszej kolejnosci sprawdzitam czy poza bakteryjnym biatkiem DnaA
i plazmidowymi biatkami Rep, réwniez inicjatory replikacji chromosomu archebakterii
posiadajg zdolno$¢é do oddziatywania z ssDNA rejonu DUE origin. Sklonowatam 1 oczyscilam
biatko Orcl z archebakterii Aeropyrum pernix (ApOrcl), a nastepnie wykorzystujgc takie
techniki jak opozZnienie migracji prazka w zelu (EMSA), SPR czy Interferometria
wielowarstwowa (BLI), przeprowadzilam analize oddzialywania tego biatka z ssDNA
zawierajgcym sekwencje rejonu, uwazanego za miejsce tworzenia kompleksu otwartego w
czasie inicjacji replikacji. Przeprowadzone przeze mnie analizy wykazaly, ze biatko
ApOrclwigze ssDNA i wykazuje specyficzno$¢ wzgledem sekwencji bogatej w reszty tyminy.
By¢ moze wigc réwniez w przypadku innych organizmoéw niz bakterie tworzenie takiego
kompleksu ma znaczenie w procesie inicjacji replikacji. Badania te byly finansowane z
uzyskanych przeze mnie srodkéw z Narodowego Centrum Nauki, projekt MINIATURA,
a uzyskane wyniki opublikowane w pracy Wegrzyn# i Konieczny, 2021 BMC Research
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Notes (pozycja 2 dokumentujagca osiagnigcie II), w_ ktérej pelnitam role autora

korespondencyinego.

Kolejnym pytaniem, na ktére postanowitam odpowiedzie¢ bylo to jakg strukturg tworzg
kompleksy biatek Rep z ssDNA i jaka role pelnig w procesie inicjacji replikacji DNA. Poniewaz
uzyskanie struktury komplekséw nukleoproteinowych wymaga oczyszczenia biatka w
wysokim stezeniu, a dla biatka TrfA nie bylo to mozliwe, w dalszych badaniach nad strukturg
komplekséw nukleoproteinowych biatek Rep wykorzystatam biatko RepE plazmidu F, ktore
bylam w stanie oczysci¢ w wymaganym st¢zeniu. Badania te zostaly sfinansowane przez
Narodowe Centrum Nauki w ramach projektu SONATA, ktorego bylam kierownikiem i
glownym wykonaweg. Wyniki uzyskane w ramach tego projektu zostaly opisane w pracy
Wegrzyn i wsp., 2023 Nucleic Acids Research (pozycja 3 dokumentujgca osiggnigcie I1), w

ktdrej jestem pierwszym autorem oraz jednym z dwoch autoréw korespondencyjnych. Dzigki

nawigzanej wspolpracy z zespotem prof. Marcina Nowotnego z Miedzynarodowego Instytutu
Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie, moglam przeprowadzi¢ w jego
laboratorium krystalizacj¢ oczyszczonego bialka RepE z ssDNA. Jednoczesnie wizyty w
laboratorium w Warszawie (11-12.07.2017 i 11-12.12.2018) pozwolity mi na zapoznanie si¢ z
calym procesem uzyskiwania struktury biatka, od przygotowania mieszaniny do krystalizacji,
poprzez odlawianie krysztaléw, az do sprawdzenia ich jakosci. Dane uzyskane dla krysztatow
komplekséw RepE — ssDNA pozwolily na opracowanie struktury o rozdzielczosci 1,6A.
Uzyskana struktura i dane z analizy spektrometrii mas komplekséw RepE - ssDNA, pozwolity
mi zaprojektowaé warianty biatka RepE zawierajace pojedyncze substytucje w aminokwasach
mogacych mieé znaczenie dla oddziatywania z ssDNA. Na podstawie danych literaturowych
zaprojektowalam rowniez wariant biatka RepE (R205E/R206E/R207E), ktory powinien mieé¢
zaburzone oddzialywanie z dSDNA. Dla wszystkich tych wariantow skonstruowatam wektory
ekspresyjne, oczyscitam biatka i przeprowadzitam analizy fenotypu uzyskanych bialek. Analiza
z wykorzystaniem techniki EMSA oraz SPR wykazaly, ze sposréd dwunastu oczyszczonych
wariantéw biatka RepE, trzy (zawierajgce subsytucje N22E, F146E i Y172E) byly niezdolne
do oddziatywania z ssDNA DUE. Pozostale biatka, poza wariantem z substytucja 1180E, ktory
zachowat zdolno$¢ do wiagzania z ssDNA, wykazywaty obnizone oddziatywanie z ssDNA. Co
ciekawe, wszystkie te biatka byly zdolne do oddziatywania z dSDNA, zawierajgcym sekwencje¢
iteronéw, na poziomie podobnym do biatka typu dzikiego. Jednoczes$nie wariant RepE
R205E/R206E/R207E, zgodnie z moimi oczekiwaniami wykazywal zaburzone oddziatywanie
z dsDNA, ale byl zdolny wigza¢ si¢ do ssDNA. Uzyskane przeze mnie wyniki jednoznacznie

wykazaly, ze wigzanie dsDNA i ssDNA przez bialka Rep jest niezalezne. We wczesniejsze]

12



pracy z 2014 roku wykazatam, ze oddziatywanie z ssDNA jest niezbedne w procesie replikacji
plazmidowego DNA. Przeprowadzenie analizy replikacji in vitro oraz analizy KMnOs
footprinting dla przygotowanych wariantow biatka RepE pozwolilo mi wykazaé, ze kompleks
Rep-ssDNA pelni rol¢ w utrzymaniu stabilnego kompleksu otwartego w rejonie DUE
origin plazmidu. Analogiczne badania zostaly réwniez przeprowadzone dla drugiego z modeli
badawczych, plazmidu RK2 i kodowanego przez niego bialka TrfA. Analiza wariantow biatka
TrfA niezdolnych do wigzania ssDNA, ale oddzialujacych z dsDNA, pokazata, ze biatka te nie
sg zdolne do tworzenia stabilnego kompleksu otwartego w rejonie DUE plazmidu RK?2.
Badania te zostaty przeprowadzone przez doktorantk¢ Monike Oliwe, w ktorej przewodzie
doktorskim pelni¢ funkeje¢ promotora pomocniczego.

W pracy Wegrzyn i wsp., 2014 pokazalam, ze biatka Rep mogg tworzy¢ kompleks
potrojny. Pytaniem otwartym pozostala kwestia, czy jedna czasteczka biatka moze
jednoczesnie oddziatywaé i z dsDNA i z ssDNA DUE. Zagadnienie to jest aktualnie
dyskutowane w literaturze rowniez w odniesieniu do bakteryjnego inicjatora replikacji DnaA.
Proponowane sg dwa modele kompleksu nucleoproteinowego inicjatora replikacji i DNA
rejonu origin. W jednym modelu proponuje sig, ze pewna pula czasteczek biatka oddziatuje ze
specyficznymi sekwencjami w dsDNA, a nast¢gpnie po utworzeniu babla replikacyjnego inne
czasteczki biatka oddzialujg z jedng z nici w tym rejonie. Drugi z modeli zaktada, ze czes$é
czasteczek inicjatora wigze jednoczesnie i sekwencje w dsDNA 1 jedng z nici rejonu DUE (tak
zwany ,,model odwréconej petli”, ang. ,.loop-back model”). Zaden z modeli nie byt jednak
dotychczas poparty danymi strukturalnymi. Wykorzystujac mo6j model badawczy
postanowitam zbadac to zagadnienie. Ponownie we wspotpracy z zespolem prof. Nowotnego,
przygotowatam w jego laboratorium mieszaniny do krystalizacji zawierajagce bialko RepE,
dwuniciowy fragment zawierajagcy sekwencje iteronu oraz fragment ssDNA rejonu DUE.
Uzyskane krysztaly pozwolily na rozwigzanie struktury kompleksu potrdjnego o rozdzielczosci
3,2A. Przeprowadzitam réwniez analizy biochemiczne, wykorzystujace uzyskane warianty
biatka RepE o zaburzonym oddzialywaniu z ssDNA i zdolne do wigzania dSDNA oraz wariant,
ktory byt zdolny tylko do wigzania dsDNA ale nie ssDNA. Wykazatam, ze zdolno$¢ biatka Rep
do oddzialywania z ssDNA i dsDNA, nie moze wystepowa¢ w trans w dwoch réznych
czasteczkach biatka, ale musi by¢ aktywna w obrebie jednej czasteczki. Uzyskane przeze mnie
dane strukturalne jak i biochemiczne s3 pierwszym bezpoSrednim dowodem na to, zZe
model odwroéconej petli jest wysoce prawdopodobny. Uzyskane wyniki zostaly opisane w
pracy Wegrzyn i wsp., 2023 Nucleic Acids Research (pozycja 3 dokumentujgca osiagniccie
II).
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Tworzenie kompleksow nukleoproteinowych przez biatka inicjatorowe jest istotne dla
rozpoczecia procesu powielania materiatu genetycznego. Istotne jest rowniez jak dtugo taki
kompleks wystepuje w komorce. Potrzebne sa wige mechanizmy, ktére bedg regulowac
trwato$é takich komplekséw w miejscu origin. Jednym z nich jest proteoliza bialek inicjacji
replikacji przez proteazy komérkowe. Badania prowadzone z wykorzystaniem oczyszczonych
proteaz komérkowych E. coli oraz plazmidowego inicjatora replikacji TrfA wykazaly, ze
obecno$¢ DNA i zwigzanie TrfA do DNA stymulujg degradacje biatka przez proteazy Lon i
CIpAP. Jednoczesnie przeprowadzone przeze mnie analizy typu EMSA pokazaly zdolnos¢
samej proteazy do oddzialywania z DNA. Wyniki te zostaly opublikowane w pracy Kubik,

Wegrzyn, Pierechod, Konieczny (2012) Nucleic Acid Research (Zatacznik 4, pozycja 11 3

zestawienia calkowitego dorobku naukowego). Kontynuujac te badania, zaprojektowatam
mutanty punktowe w proteazie Lon, ktére moglyby skutkowaé brakiem oddziatywania z DNA.
Zaprojektowane zmiany zostaly wprowadzone do sekwencji genu biatka i uzyskane warianty
Lon oczyszczone w ramach projektu magisterskiego, ktérego bylam opiekunem. Nastepnie
zbadatam wplyw obecnosci DNA na degradacje inicjatorow replikacji, plazmidowych (TrfA,
RepE) i fagowego (AO przez uzyskane warianty proteazy Lon). Wykazatam, ze wprowadzone
substytucje w rejonie domeny ATPazowej proteazy skutkowaty brakiem oddzialywania z DNA
i zahamowaniem aktywnosci proteolitycznej wzgledem badanych substratow. Co ciekawe,
takiego efektu nie obserwowalam dla biatka IbpB, ktére nie oddzialuje z DNA. Réwniez
uniwersalny substrat, a-kazeina, byt degradowany zaréwno przez biatko typu dzikiego jak i
uzyskane warianty proteazy Lon. Przeprowadzona przeze mnie analiza szybkosci degradacji
substratu przez analizowane warianty Lon, wykazala, ze biatko zawierajace cztery substytucje
w domenie ATPazowej, (R306E/K308E/K310E/K311K) jest w stanie degradowa¢ FITC-
kazeine szybciej niz biatko typu dzikiego, co mogto wynika¢ z réznic w stanie oligomerycznym
tych biatek. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracy Karlowicz*, Wegrzyn*, Gross,
M., Kaczynska, D., Ropelewska, M., Siemiatkowska, M., Bujnicki, J.M., Konieczny (2017)

J Biol Chem. (pozycja 1 dokumentujgca osiggniecie III), w ktorej jestem réwnorzednym

pierwszym autorem. Badania nad znaczeniem proteolizy w metabolizmie plazmidowego DNA

zostaly przedstawione w pracy przegladowej Karlowicz A.*, Wegrzyn K.*, Dubiel A.,

Ropelewska M., Konieczny 1., (2016) Plasmid, w ktorej jestem jednym z dwoch pierwszych

autoréw. Jest to druga z prac opisujgcych osiggniecie I11.
Na podstawie wynikow przeprowadzonych przeze mnie badan oraz licznych badan
innych autorow widac¢ jak ztozonym procesem jest replikacja DNA oraz regulacja tego procesu.

Do tej pory nie poznana zostala dokladna rola bakteryjnego biatka DnaA w inicjacji
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plazmidowego DNA. Brak jest rowniez danych strukturalnych, ktére pokazatyby, jak wyglada
peten kompleks w origin replikacji, w sktad ktorego wchodzi co najmniej kilka czasteczek
biatka inicjatorowego, bialka histono-podobne (HU, IHF), biatko SSB, helikaza, gyraza,
primaza i biatka wchodzace w sktad kompleksu repikacyjnego. W dalszych prowadzonych

przeze mnie badaniach chciatabym zaja¢ sie tym zagadnienia.

4.2. Pozostate osiggniecia naukowe

Badania nad analizg kompleksoéw nukleoproteinowych pozwolity mi na rozwiniecie
warsztatu badawczego zwigzanego z oddzialywaniem biomolekul. Szczegdlnie duze
do$wiadczenie zdobytam w prowadzeniu badan kinetyki oddziatywan biomolekut w czasie
rzeczywistym z wykorzystaniem techniki powierzchniowego rezonansu plazmonowego
(SPR). Ta i inne techniki analizy oddzialywan stosuje z powodzeniem miedzy innymi w
badaniach zwigzanych z poszukiwaniem nowych zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu
terapeutycznym. Badania takie prowadze miedzy innymi jako wykonawca projektu
finansowanego przez Fundacj¢ Polpharmy, kierowanego przez prof. dr hab. Sylwie
Rodzieiwcz-Motowidlo z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. W ramach tych
badan, w tym wykonanych przeze mnie analiz SPR oddzialywania peptydow i biatek, udato
si¢ zidentyfikowaé peptydy blokujgce oddzialywanie miedzy biatkami PD-L1 1 PD-1, ktére
odpowiada za hamowanie proliferacji limfocytow T i ma bardzo duze znaczenie w rozwoju
nowotworow. Wyniki tej pracy opublikowano w pracy wieloautorskiej (Bojko, M.,
Wegrzyn, K., Sikorska, E., Kocikowski, M., Parys, M., Battin, C., Steinberger, P., Kogut,
M.M., Winnicki, M., Sieradzan, A.K., Spodzieja, M., Rodziewicz-Motowidlo, S.; Design,
synthesis and biological evaluation of PD-1 derived peptides as inhibitors of PD-1/PD-L1
complex formation for cancer therapy. (2022) Bioorganic Chemistry, 128, art. no. 106047), w
ktorej jestem drugim autorem (Zalgcznik 4, pozycja Il 11 zestawienia catkowitego dorobku
naukowego).

Badania o podobnej tematyce prowadze rowniez w ramach innych projektow
kierowanych przez prof. Sylwi¢ Rodziewicz-Motowidlo oraz we wspodlpracy z zespotami z
poza Uniwersytetu Gdanskiego. Opis mojej aktywnosci naukowej w tych badaniach

przedstawitam w punkcie 7 niniejszego Autoreferatu.

5. Informacja o wykazywaniu sig istoing aktywnosSciqg naukowq albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczegolnosci zagraniczneyj.
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Analiza tworzenia komplekséw nukleoproteinowych moze byé przeprowadzona z
wykorzystaniem réznych technik biochemicznych, mikroskopowych i strukturalnych.
Poniewaz, technikami wykorzystywanymi przeze mnie na co dzien w tego typu analizie byly
przede wszystkim metody biochemiczne, postanowitam poszerzy¢ moj warsztat badawezy o
nowatorska w Owczesnym czasie technike obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii sif
atomowych (AFM). Technika AFM umozliwiata bowiem analiz¢ pojedynczych biomolekut i
bezposrednie obserwacje tworzenia si¢ kompleksow biatko-DNA. Jednym z zespolow
specjalizujgcych sie w analizie kompleksow biatko-DNA z wykorzystaniem AFM jest zespot
prof. Fernando Morreno Herrero z Narodowego Centrum Biotechnologii w Madrycie,
Hiszpania. Dzieki jego uprzejmoéci moglam odby¢ najpierw w 2011 roku miesi¢ezna, a
pézniej w 2012 roku dwie dwutygodniowe wizyty naukowe w jego laboratorium (Zatgcznik
3C). Wyjazdy te byly mozliwe dzieki uzyskanemu przeze mnie w konkursie finansowaniu dla
mlodych naukowcow ze $rodkéw Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed.
W ramach ww. wizyt naukowych przeprowadzilam analizy tworzenia kompleksow
nukleoproteinowych przez plazmidowe inicjatory replikacji, biatka TrfA i RepE, z
fragmentami ssDNA o sekwencji rejonu DUE. W analizach wykorzystywatam fragmenty
DNA o sekwencji typu dzikiego oraz z wprowadzonymi zmianami. Analiza polegala na
przygotowaniu przeze mnie odpowiednich mieszanin reakcyjnych, nastgpnie przygotowaniu
preparatu do obrazowania w AFM, zeskanowaniu przygotowanej powierzchni, a nastepnie
opracowaniu uzyskanych danych z wykorzystaniem odpowiedniego oprogramowania.
Przeprowadzone analizy pozwolily po raz pierwszy wykazaé, ze plazmidowe inicjatory
replikacji wigzg sie specyficznie z jedng z nici rejonu DUE i potwierdzily wezesniejsze
obserwacje przeprowadzone przeze mnic z wykorzystaniem technik biochemicznych. W
wyniku danych uzyskanych przeze mnie w Gdansku oraz w trakcie pobytu w Madrycie
powstala publikacja opublikowana w czasopiSmie o wysokim wskazniku oddzialywania
Wegrzyn i wsp., 2014 Nucleic Acids Research, w ktérej jestem pierwszym autorem.
Publikacja ta jest pierwszg pozycjg dokumentujaca osiagniecie II w przedlozonym wniosku.
Pobyt w laboratorium prof. Fernando Moreno Herrero i moje doswiadczenie zwigzane z
przeprowadzaniem analiz AFM, pozwolily na wprowadzenie techniki AFM do
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed. Poczgtkowo byly to
wspolorganizowane przeze mnie warsztaty mikroskopii sit atomowych, a w pézniejszym czasie
utworzenie stanowiska do mikroskopii AFM w Zakladzie Laboratoridéw Specjalistycznych

MWB, wyposazonego obecnie w trzy rézne mikroskopy AFM do zastosowan biologicznych.
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Kontynuujac badania nad kompleksami biatek inicjujacych replikacje plazmidowego
DNA z ssDNA w rejonie DUE origin replikacji, zajetam sie analizg struktury tych kompleksow.
W celu przeprowadzenia analizy strukturalnej komplekséw biatek Rep i ssDNA nawigzatam
wspolprace z zespotem prof. Marcina Nowotnego z Mi¢edzynarodowego Instytutu Biologii
Molekularnej i Komorkowej w Warszawie, ktory jest ekspertem w badaniach struktury
kompleksdw biatko-DNA. W 2017 i 2018 odbylam wizyty w laboratorium prof. Nowotnego,
gdzie przygotowalam oczyszczone przeze mnie bialko RepE do krystalizacji w obecnosci,
odpowiednio, ssDNA oraz ssDNA i dsDNA. W rezultacie prac przeprowadzonych w trakcie
tych wizyt udato si¢ uzyskaé krysztaly komplekséw nukleoproteinowych, ktdrych struktura
zostala nastepnie rozwigzana.  Uzyskane struktury, w polaczeniu z eksperymentami
przeprowadzonymi w Zakltadzie Biologii Molekularnej, pozwolily mi wykazaé, ze inicjacja
replikacji DNA w komoérce bakterii zachodzi najprawdopodobniej wedlug modelu
odwréconej petli (ang. loop-back model). Uzyskane wyniki zostaly opisane w pracy w
Wegrzyn i wsp., 2023 Nucleic Acids Research, ktora jest trzecig pozycja dokumentujaca
osiggnigcie I w przedtozonym wniosku. Doswiadczenie zdobyte dzigki wspdtpracy z zespoltem
prof. Nowotnego chee wykorzystaé¢ i rozwijaé w dalszych badaniach nad struktura
replikacyjnych kompleksow nukleoproteinowych.

6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujqcych
nauke lub sztuke.

Od poczatku mojej pracy w Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii aktywnosé
dydaktyczna jest istotng czeScig mojej pracy. Zaangazowana jestem w prowadzenie zajeé
dydaktycznych dla studentéw kierunku Biotechnologia, przede wszystkim I stopnia studiow.
W ramach dzialalnosci dydaktycznej prowadzg zar6wno wyklady, seminaria jak i ¢wiczenia
laboratoryjne i audytoryjne.

W latach 2005-2019 prowadzitam ¢wiczenia laboratoryjne: Pracownia Inzynierii genetycznej,
do ktérych opracowalam skrypt pt. ,,Pracownia inzynierii genetycznej — materialy do
éwiczen”. Skrypt przygotowatam w wersji w jezyku polskim i angielskim w ramach projektu
wspotfinansowanego ze $rodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego; tytul projektu:
»Zwiekszenie aktywnosci studentéw MWB UG i GUMed w dziataniach poprawiajacych
atrakcyjno$¢ absolwentow na rynku pracy”. W 2019, po wprowadzeniu nowego programu
ksztalcenia w MWB, w ktdrego przygotowywaniu bratam udzial, tresci programowe ¢wiczen

laboratoryjnych Pracowni Inzynierii Genetycznej weszly w sklad nowych ¢wiczen
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laboratoryjnych: Biomolekuty — budowa, synteza i wlasciwosci, Organizmy jednokomorkowe
— genetyka i Organizmy jednokomoérkowe — metabolizm. Na potrzeby nowych zajec
laboratoryjnych zmodyfikowalam dotychczas prowadzone zajecia, przygotowujac nowe
éwiczenia dotyczace np. techniki ELISA czy detekcji bialek w zelach poliakrylamidowych
barwionych srebrem. Przygotowatam rowniez nowe, uzupelnione materialy dydaktyczne dla
studentow.

Zajeciami, ktére prowadze sa rowniez proseminaria z Metodyki 1 (wczesniej Metodyki
inzynierii genetycznej), Metodyki II (wczesniej Metodyki biologii molekularnej) oraz Nowe
trendy w biotechnologii. W ramach tych zaje¢ omawiane sg zarowno podstawowe jak i
zaawansowane techniki inzynierii genetycznej, biologii molekularnej i biotechnologii. W
trakcie zaj¢¢ wykorzystuje metody dydaktyczne oparte o nowe technologie oraz nowe
rozwigzania dydaktyczne, ktére angazuja studenta w proces dydaktyczny (tutoring
grupowy i indywidualny; peer-feedback, blended learning; rubrics). Aby przyblizy¢ studentom
niektére z omawianych zaawansowanych metod biologii molekularnej i umozliwi¢ im
bezposrednie zapoznanie si¢ z omawianymi metodami, w 2012 roku zorganizowalam razem
z firma Olympus warsztaty mikroskopowe, a w 2015 roku we wspdtpracy z firmg Labsoft
warsztaty mikroskopii sit atomowych. W latach 2016-2018 organizowalam i prowadzilam
autorskie warsztaty pt. ,,Metodyka Biologii Molekularnej — ¢éwiczenia”; ktére byly
wspolfinansowane ze Srodkéw Funduszu Innowacji Dydaktycznych Uniwersytetu
Gdanskiego, uzyskanych w ramach konkursu. Od 2019 roku warsztaty te zostaly na stale
wprowadzone do programu ksztalcenia na kierunku Biotechnologia MWB, jako zajecia do
wyboru. Mojg wiedze dotyczgcg metodyki badania kompleksow nukleoproteinowych
wykorzystatam rowniez do przygotowania, wraz z prof. dr hab. Igorem Koniecznym,
skryptu pt. ,,Molecular biology of nucleic acids — experimental methodology”,
wykorzystywanego przez studentow studiéw 11 stopnia Biotechnologii.

Od 2019 roku wraz z prof. Michatem Obuchowskim, prowadze¢ autorskie zaje¢cia
audytoryjno-komputerowe Organizmy jednokomoérkowe — genetyka, podczas ktorych
studenci zapoznajg si¢ z projektowaniem i wprowadzaniem zmian w materiale genetycznym
(modyfikacje genomow, klonowanie genow).

Do prowadzonych przeze mnie zaje¢ naleza rowniez wyklady dotyczace przede wszystkim
klonowania genéw i inzynierii genetycznej (Kamile milowe w biotechnologii: Klonowanie;
Organizm jednokomodrkowe — genetyka: Modyfikacje gendéw i genomow; Organizmy

jednokomoérkowe — srodowisko zycia: Caulobacter crescentus).
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W latach 2010-2023 bylam opiekunem 28 studentéw przygotowujacych prace
licencjackie oraz 11 studentéw przygotowujgcych prace magisterskie. Petnitam réwniez
role przewodniczacego oraz czlonka Komisji Egzaminu Dyplomowego na studiach I stopnia
kierunku Biotechnologia, a takze recenzenta prac dyplomowych magisterskich. Kilkukrotnie
pelnilam role opiekuna praktyk studenckich odbywanych w Zakladzie Biologii Molekularne;
(wczesniej Katedrze Biologii Molekularnej i Komorkowej). W 3 przewodach doktorskich
pelnilam rol¢ promotora pomocniczego, z czego dwie rozprawy doktorskie zostalty juz
obronione (Marta Gros 8.03.2019; Andrzej Dubiel 23.10.2020), a jedna jest w trakcie
przygotowania (Monika Oliwa).

Za swoja dzialalno$¢ naukowg i dydaktyczng otrzymalam w 2017 roku Medal Komisji
Edukacji Narodowe;j.

Oproécz zaje¢ i warsztatéw skierowanych do $rodowiska akademickiego staram sie
réwniez popularyzowaé nauke¢. W ramach Baltyckiego Festiwalu Nauki organizowatam
warsztaty 1 pokazy otwarte ,,Czy DNA jest niebieski?”. A w latach 2016-2018, jako czlonek
Wydzialowego zespolu ds. organizacji imprez promocyjnych i edukacyjnych,
wspolorganizowalam imprezy popularnonaukowe na Wydziale. A w biezagcym roku
pelnilam funkej¢ jednego z dwéch opiekunow studentow biorgeych udzial w
mie¢dzynarodowym konkursie biologii syntetycznej iGEM organizowanym przez The iGEM
Foundation. Jest to konkurs, w ktorym miodzi pasjonaci nauki staraja si¢ opracowac
rozwigzanie aktualnego problemu dotyczacego srodowiska, cywilizacji, cztowieka, w oparciu
o wykorzystanie biologii syntetycznej, a jednocze$nie popularyzowac wykorzystanie inzynierii
genetycznej dla poprawy jakosci zycia. Na zaproszenie zespotu studentéw z MWB startujgcych
w konkursie, wspieralam ich swoim dos$wiadczeniem i wiedzg w zakresie inzynierii
genetycznej bakterii.

Od poczatku mojej pracy jako nauczyciel akademicki stawiam duzy nacisk na
podnoszenie moich kompetencji dydaktycznych biorac udzial w szkoleniach i programach
dedykowanych nauczycielom oraz konferencjach naukowych poswi¢conych dydaktyce
akademickiej. Miedzy innymi bralam udzial w projektach organizowanych przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyizszego ,,Mistrzowie dydaktyki” oraz ,,Mistrzowie
dydaktyki — wdroezenie”. W ramach pierwszego z projektéw w kwietniu 2019 roku odbylam
tygodniowg wizyte studyjng w Uniwersytecie w Ghent (Belgia), gdzie mialam mozliwos¢
poznaé i przeéwiczyé stosowang tam metode tutoringu grupowego. W roku akademickim
2021/2022 odbylam kurs i uzyskatam certyfikat tutora akademickiego. W ramach moje;j

pracy tutorskiej miatam okazje miedzy innymi poméc studentom w przygotowaniu przez nich
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prac dyplomowych, czy artykutlu popularnonaukowego (Matulewska, Wegrzyn, Zigtkiewicz
(2022) Tutoring Gedanensis 7(2)/2022 (13 —22)). W latach 2022-23 bratam réwniez udzial w
zaawansowanym programie “Advanced Qualification in Teaching”, dedykowanym
nauczycielom akademickim, wspdtorganizowanym przez Uniwersytet w Groningen
(Holandia).

W swojej pracy jako nauczyciel akademicki staram si¢ angazowaé¢ w aktywnosci
zwigzane nie tylko z samym nauczaniem, ale réwniez organizowaniem ksztalcenia w
Uniwersytecie Gdanskim, a przede wszystkim w Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii. W roku akademickim 2018/2019 zostalam powolana do Wydzialowego
zespolu ds. opracowania nowego programu ksztalcenia i bralam czynny udzial w
opracowaniu nowatorskiego programu opartego nie o klasyczne przedmioty a moduly
tematyczne (ang. concept-based learning). Opracowany program zostal doceniony przez Jego
Magnificencj¢ Rektora Uniwersytetu Gdanskiego i wyrézniony Nagroda zespolowa 1
stopnia. Wspottworzony przeze mnie nowatorski program ksztalcenia docenila réwniez
Pafistwowa Komisja Akredytacyjna, ktora przyznala kierunkowi Biotechnologia certyfikat
Doskonaty Kierunek. Po wdrozeniu nowego programu ksztatcenia, w maju 2019 roku zostalam
powolana na Kkoordynatora jednego z Moduléw studiow I stopnia na Kierunku
Biotechnologia, a w 2020 roku na czlonka Rady Programowej Kierunku Biotechnologia
MWB UG i GUMed. W 2022 roku na zlecenie Instytut Badan Edukacyjnych (IBE) i
Uniwersytetu Gdanskiego przygotowatam opis syntetyczny charakterystyk kwalifikacji dla
studiow I stopnia kierunku Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego.

Do mojej dzialalnosci organizacyjnej nalezy roéwniez udzial w pracach Rady
Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii oraz Rady Dyscypliny biotechnologia
Uniwersytetu Gdanskiego, do ktorych zostalam wybrana. Zostatam takze powolana decyzjg
Dziekana na czlonka Uniwersyteckiej komisji dyscyplinamej do spraw studentow
Uniwersytetu Gdanskiego oraz Wydziatowej komisji do spraw bezpieczenstwa zamknigtego
uzycia genetycznie modyfikowanych mikroorganizméw (GMM) oraz genetycznie

modyfikowanych organizméw (GMO).

Szkolenia dydaktyczne, w ktérveh bralam udzial:

2010 — pilotazowy Kurs Dydaktyki Akademickiej, Uniwersytet Gdanski

2015-2018 — szkolenia Laboratorium Inicjatyw Dydaktycznych, Uniwersytet Gdanski
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2019-2020 - udzial w projekcie Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,Mistrzowie

Dydaktyki”; tygodniowa wizyta studyjna w Ghent University, Belgia

2019-2021- udzial w projekcie Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego ,,Mistrzowie
Dydaktyki — Wdrozenie”

2021-2022 — kurs Tutoringu akademickiego, Centrum Doskonalenia Dydaktycznego i

Tuturingu UG; certyfikat Tutora akademickiego

2022 - szkolenia Fundacji Instytutu Rozwoju Regionalnego w ramach projektu ,,Dostepny
UG”: Wsparcie studentow/studentek z zaburzeniami poznawczymi; Praca ze studentami z

trudnosciami natury psychicznej

2022-2023 — udzial w projekcie Ministerstwa Edukacji i Nauki oraz University of Groningen

(Holandia) “Advanced Qualification in Teaching

Konferencje dvdaktyczne:
06.2019 — VII Ogodlnopolska Konferencja Dydaktyki Akademickiej IDEATORIUM

K.Wegrzyn ,Wykorzystanie wysokospecjalistycznej aparatury badawczej w
nauczaniu Metodyki biologii molekularnej — warsztatowe ¢wiczenia laboratoryjne”
(poster)

09.2020 — konferencja MNiSW w ramach projektu Mistrzowie dydaktyki
K. Wegrzyn ,, The educational innovation project: Introduction of peer assessment
activity into the course Seminar | - Experimental publications in molecular biology
and biotechnology” (wystapienie ustne)

05.2021 - Biochemical Society Conference: Evolving molecular bioscience education

06.2021 — konferencja MNiSW: Masters of Didactics. Improving the teaching competences of
academic teachers;
K.Wegrzyn ,, Teaching together - effective involvement of Students into teaching
process” (wystgpienie ustne)

07.2021 FEBS Conference
K. Wegrzyn, R. Czajkowski, S. Jafra, P. Koszatka, A. Lipinska, S. Oldziej, ,
W. Zmudzinska ,.Boosting the learning of Biotechnology by Concept-based
teaching” (wystgpienie ustne)
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Funkcje pelnione w Uniwersytecie Gdanskim:

1. Cztonek komisji egzaminu dyplomowego dla studiow pierwszego stopnia na kierunku
Biotechnologia

2. Czionek uniwersyteckiej komisji dyscyplinarnej do spraw studentéw Uniwersytetu
Gdanskiego (kadencja 2012-2016; 2016-2020; 2020-2024).

3. Czlonek zespotu ds. organizacji imprez promocyjnych i edukacyjnych na MWB UG-GUMed
(2016-2018)

4. Czlonek Rady Wydzialu Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii (kadencja 2016-
2020; 2020-2024).

5. Cztonek Wydzialowej komisji do spraw bezpieczenstwa zamknigtego uzycia genetycznie
modyfikowanych mikroorganizméw (GMM) oraz genetycznie modyfikowanych organizméw
(GMO)

6. Cztonek Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne (2020-2022)

7. Czlonek Rady Dyscypliny Biotechnologia (od 02.2023)

8. Cztonek Rady Programowej Kierunku Biotechnologia

9. Cztonek Komisji ds. oceny aktywnosci nauczycieli akademickich MWB UG-GUMed

10. Cztonek Centrum Tutoréw UG (tutor)

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne informacye,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczgce jego kariery zawodowej.

Dzialalnosé¢ naukowo-badawcza nie przedstawiona w punkcie 4:

W zwigzku z prowadzonymi badaniami nad strukturg i funkcjg komplekséw
nukleoproteinowych zdobylam duze do$wiadczenie w analizie oddzialywania biomolekul.
Doswiadczenie to wykorzystalam w badaniach prowadzonych na zaproszenie innych
zespoléw badawezych z Kraju i z zagranicy. Analizy oddziatywania biomolekut prowadze
przede wszystkim z wykorzystaniem takich technik jak opdznienie migracji prazka w zelu
(EMSA) czy termoforeza mikroskalowa (MST), a przede wszystkim powierzchniowy rezonans
plazmonowy (SPR), ktéry pozwala na badanie kinetyki oddziatywan w czasie rzeczywistym.
Nawigzane wspolprace zaowocowaly kilkunastoma pracami juz opublikowanymi lub
zlozonymi do publikacji (Zalgcznik 4, pkt. II), a kolejne sg w przygotowaniu. Szczegolnie
interesujgce sg dla mnie badania zwigzane z poszukiwaniem nowych zwigzkéw, molekul,
peptydow, ktérych zadaniem jest blokowanie oddziatywania miedzy biatkami komodrkowymi

skutkujace stanem chorobowym. Stosowane przeze mnie techniki analizy oddziatywan
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pozwalajg bowiem w szybki i precyzyjny sposéb wytypowac czasteczki o potencjalnym
zastosowaniu terapeutycznym, ktore mogag by¢ dalej testowane in vivo. Badania prowadzone
we wspolpracy z zespotem prof. dr hab. Sylwii Rodziewicz-Motowidlo z Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego nad oddzialywaniem biatek BTLA i HVEM zwigzanych z kontrolg
uktadu odpornosciowego, pozwolily na identyfikacje peptydow, zawierajacych fragmenty
sekwencji bialek BTLA i glikoproteiny D, ktére blokujg to oddzialywanie. Wyniki tych badan
opublikowano w pracach: International Journal of Molecular Sciences (2020) 21 (2), art. no.
636 (Zalacznik 4, pkt. I 8), Bioorganic Chemistry (2022) 122, art. no. 105748 (Zalacznik 4,
pkt. 11 10) i Biomed Pharmacother. (2023) 165:115161 (Zatacznik 4, pkt. I 15), w ktrych
jestem wspdtautorem. Podobnie udato sig¢ zidentyfikowaé wspomniane juz peptydy blokujace
oddziatywanie miedzy biatkami PD-L1 i PD-1 (Bioorganic Chemistry (2022) 128, art. no.
106047) (punkt 4.2 Autoreferatu).

Poszukiwanie molekut o potencjalnym terapeutycznym dzialtaniu, stato si¢ rowniez podstawg
wspotpracy z zespotem prof. dr hab. Macieja Baginskiego z Politechniki Gdanskiej. W
ramach badan nad zablokowaniem oddzialywania biatek TRF1 i TIN2, niezbednych do
prawidlowego funkcjonowania telomeréw i stanowiacych potencjalny cel w terapii
przeciwnowotworowej, udalo sie znalezé peptydomimetyki o potencjalnym znaczeniu
aplikacyjnym. Wyniki tych badan zostaly czesciowo opublikowane w pracy w Chemistry
(2023) 202300970, doi: 10.1002/chem.202300970 (Zalgcznik 4, pkt. 11 14), w ktorej jestem
wspotautorem; przygotowano réwniez zgloszenie patentowe: “Inhibitors of interactions
between TRF1-TIN2 or TRF2-TIN2 telomeric proteins for use in anticancer therapy”, Patent
Office of the Republic of Poland (RO/PL), Ref. No. PZ/8885/RW/PCT International
application number: PCT/PL2022/050017 (Zatacznik 4, pozycja III).

W ostatnim czasie zostalam rowniez zaproszona do wspoélpracy przez zespél prof. Johna
Matsoukas z Uniwersytetu w Patras (Grecja), w celu znalezienia potencjalnych nowych
lekow w walce z infekcjg wirusa SARS-CoV-2. Uzyskane do tej pory wyniki zostaly
opublikowane w pracy Kelaidonis K i wsp., (2023) Int J Mol Sci. 24(9):8454, a kolejny
manuskrypt zostat wystany do czasopisma Advanced Science i obecnie jest w trakcie recenzji.
To jak duze =znaczenie ma poszukiwanie nowych lekdow, szczegélnie w terapii
przeciwnowotworowej czy przeciwwirusowej pokazuje nie tylko zainteresowanie tym
zagadnieniem przez liczne grupy badawcze, ale takze  firmy biotechnologiczne i
farmaceutyczne. W celu poszukiwania nowych terapeutykéw przeprowadzilam analizy SPR
dla firmy Recepton Sp. z o.0., z Gdanska, realizujacej projekt POIR.01.01.01-00-0129/18

,»lechnology platform designed for the development and study of therapeutics used in cancer
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immunotherapy. Development of small molecules for the immune checkpoint blockade in

combination cancer immunotherapies”.

Nagrody i stypendia otrzymane po uzyskaniu stopnia doktora:

2010 - Stypendium Fundacji Rozwoju Uniwersytetu Gdanskiego

2012 - Stypendium w ramach projektu ,,Ksztalcimy najlepszych: kompleksowy program
rozwoju doktorantéw, miodych doktoréw i akademickiej kadry dydaktycznej Uniwersytetu
Gdanskiego, Komponent: Wsparcie stypendialne i szkoleniowe dla doktorantéw i miodych

doktorow”

2016 — Elsevier-Plasmid Prize za poster pt. ”Disclosing the multiple role of plasmid replication
initiator during DNA replication initiation.” Prezentowany w trakcie International Plasmid

Biology Conference, 18-23.09.2017 Cambridge, UK
2017 — Medal Komisji Edukacji Narodowej

2020 — otrzymanie grantu przyznanego przez COST (European Cooperation in Science and
Technology); reference number COST-TS-ECOST-TRAINING SCHOOLCA15126-270120 -
111550 na udzial w konferencji i szkoleniu FEBS HyThaBio w Grenoble, Francja

2019 — Nagroda zespotowa Rektora 1 stopnia za opracowanie nowego, nowatorskiego

Programu Ksztalcenia na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii UG i GUMed

2022 - Nagroda Zespolowa [ stopnia Rektora Uniwersytetu Gdanskiego za osiagnigcia naukowe

poparte publikacjami naukowymi

/MJ Wxn /\/
(pép; wnioskodawc? )
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