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1. Imi¢ i nazwisko.

ANNA JARZAB

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

12.06.2014 Doktor nauk biologicznych nadany przez Rad¢ Naukowa Instytutu
Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, PAN we
Wroclawiu | specjalizacja: Mikrobiologia | Zaktad Immunologii Chorob
Zakaznych

Praca  doktorska  obroniona z  wyréinieniem: , Charakterystyka
immunochemiczne biatka OmpC rozpoznawanego przez przeciwciala krwi
pepowinowej jako potencjalnego antygenu szczepionek koniugatowych”,
Promotor: dr hab. Danuta Witkowska

13.07.2009 Magister inzynier, kierunek Biotechnologia, specjalizacja Biotechnologia
Molekularna 1 Biokataliza | Politechnika Wroclawska | Wydziat Chemiczny

Praca magisterska: “Badania strukturalne egzopolisacharydow z roznych
gatunkow Lactobacillus wyizolowanych z ludzkiego przewodu pokarmowego”,
Promotor: Prof. dr hab. Andrzej Gamian

Wyksztalcenie uzupelniajace z zarzadzania projektami badawczymi:

25.01.2014 -7.12.2014 Studia podyplomowe: Menadzer projektu badawczo-
rozZwojowego
Wyzsza Szkota Bankowa we Wroclawiu

27.05.2013 —26.07.2013  Staz zagraniczny z komercjalizacji badan naukowych oraz
zarzadzania zespotem w ramach realizacji kursu: ,,Science —
Management — Commercialization”
Haas School of Business, University of California, Berkeley,
USA

Strona2z52



Zatgcznik 3 | Autoreferat | Anna Jarzab

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

01.09.2022 — obecnie | Adiunkt

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we
Wroclawiu, Zaktad Immunologii Chor6b Zakaznych, Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej

Badania nad rozwojem szczepionek antybakteryjnych oraz czynnikow determinujacych
labilno$¢ termiczng biatek. Od 09.2024 - lider Grupy badawczej Proteomiki i Analizy
Immunoenzymatycznej

01.01.2015 — 31.08.2022 | Specjalista techniczno — inZynieryjny, Biotechnolog

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we
Wroclawiu, Mi¢dzyzaktadowa Pracownia Spektrometrii Mas i Analizy Preparatywne;j

Badania nad rozwojem szczepionek antybakteryjnych

19.10.2015 —30.06.2021 | Postdoctoral Researcher

Technical University of Munich, Chair of Proteomics and Bioanalytics, Grupa Prof.
Bernharda Kuster

Badania mechanizméw nabytej opornosci komoérek nowotworowych na leki stosowane w
klinice na modelu raka jelita grubego oraz badania czynnikow determinujgcych termiczng
denaturacje biatek z wykorzystaniem proteomiki

01.10.2013 - 31.12.2014 | Biotechnolog

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we
Wroclawiu, Zaktad Immunologii Choréb Zakaznych, Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej,
Grupa Prof. Andrzeja Gamiana

Badania nad rozwojem szczepionek antybakteryjnych

01.06.2013 —26.07.2013 | Visiting Scholar

University of California, Berkeley, USA, Bioengineering Department, Grupa Prof. Sanjaya
Kumar

Badanie wptywu macierzy pozakomoérkowych indukujacych przekazywanie sygnalow
biofizycznych do komoérek oraz wptywajacych na fizjologi¢ komorek
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4. Omowienie osiggnie¢, 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 p6zn. zm.).
Omoéwienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnieé,
jak 1 w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiagnigcie jest dzietem wspotautorskim, z uwzglednieniem
mozliwosci wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowe;.

OSIAGNIECIA NAUKOWE WCHODZACE W SKY.AD CYKLU
POWIAZANYCH TEMATYCZNIE ARTYKULOW NAUKOWYCH
ORAZ OSIAGNIEC TECHNOLOGICZNYCH

Osiagniecia naukowe bedace podstawa do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego
zgodnie z 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 pdzn. zm.) opatrzono tytutem:

BADANIA STRUKTURALNE I FUNKCJONALNE BIALEK
W KONTEKSCIE ICH TERMOLABILNOSCI ORAZ IMMUNOGENNOSCI

Osiagnigcia ujete w ramach cyklu sg ze sobg powigzane tematycznie oraz opublikowane w 4
publikacjach (zgodnie z art. 219 ust. 1 pkt. 2b) w czasopismach naukowych, ktére w roku
opublikowania w ostatecznej formie byty ujete w wykazie sporzadzonym zgodnie z przepisami
wydanymi na podstawie art. 267 ust. 2 pkt 2 lit. B, a takze w 1 patencie oraz 1 zgloszeniu
patentowym (zgodnie z art. 219 ust. 1 pkt. 2¢, jako osiggnig¢cia technologiczne).

Prace wchodzacych w sktad cyklu opisujacego osiggnigcia bedace podstawa do ubiegania si¢ o
tytut doktora habilitowanego dotycza badan strukturalnych i funkcjonalnych biatek w
konteks$cie ich wlasciwosci:

e termolabilnych: Publikacje 1-2 (H1-H2)
e immunogennych: Publikacje 3-4, Patent 1 i Zgloszenie patentowe 1 (H3-H6).

Wszystkie osiggniecia wchodzace w sktad cyklu habilitacyjnego uzyskano po obronie pracy
doktorskiej. Pozycje H1-H2 powstaty podczas realizacji stazu zagranicznego. Pozycje H3-H6
sq kontynuacjg badan prowadzonych podczas realizacji mojej pracy doktorskiej. Zgodnie z

wytycznymi, w kazdej z prac wskazatam wilasny wklad w jej powstanie.
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Publikacja 1:H1 | Samaras P, Schmidt T, Frejno M, Gessulat S, Reinecke M, Jarzab A, Zecha
J, Mergner J, Giansanti P, Ehrlich HC, Aiche S, Rank J, Kienegger H, Krcmar H, Kuster B,

Wilhelm M. ProteomicsDB: a multi-omics and multi-organism resource for life science
research. Nucleic Acids Res. 2020 Jan 8;48(D1):D1153-D1163

(IF = 16,971, pkt. MNiSW = 200, cytowania WoS= 141)

Wyniki opisujgce krzywe topnienia biatek ludzkich z kilkudziesigciu linii komorkowych oraz
tkanek cztowieka umieszczone w pracy zdeponowano w bazie danych:

e ProteomicsDB, dostepnej pod adresem:
https://www.proteomicsdb.org/

Indywidualny wkilad habilitantki w autorstwo publikacji: przeprowadzenie eksperymentow
TPP (ang. Thermal Proteome Profiling) oraz wytworzenie i opracowanie danych liczbowych
zdeponowanych w bazie danych Proteomics DB (39% danych zdeponowanych podczas pracy
nad tq publikacjq to dane pochodzqce z meltomow, opracowane przez habilitantke), analiza
oraz interpretacja wynikow, udziat przy pisaniu manuskryptu, krytyczna ocena ostatecznej
wersji manuskryptu

Publikacja 2: H2 | Jarzab A, Kurzawa N, Hopf T, Moerch M, Zecha J, Leijten N, Musiol E,
Maschberger M, Stoehr G, Daly C, Samaras P, Mergner J, Spanier B, Angelov A, Werner T,
Bantscheff M, Wilhelm M, Klingenspor M, Lemeer S, Liebl W, Hahne H, Savitski MM, Kuster
B: Meltome Atlas — thermal proteome stability across the tree of life. Nature Methods 2020
May 17(5):495-503

(IF = 28,547, pkt. MNiSW=200, cytowania WoS= 142)

Numeryczne oraz graficzne wyniki opisane w powyzszej publikacji zostaty opublikowane w
postaci baz danych proteomicznych dost¢gpnych na serwerach:

e Meltome Atlas, zawiera dane dotyczace krzywych topnienia bialek z 13 rdéznych
organizmow (dane graficzne w aplikacji Shiny App), dostepne pod adresem:
https://meltomeatlas.proteomics.wzw.tum.de/master_meltomeatlasapp/

e Repozytorium PRIDE z numerem dostepu (Accession Number): PXD011929, gdzie
dostepne sa dane surowe oraz dane przetworzone obrazujace termiczne profilowanie biatek
z 13 r6znych organizmow:
https://proteomecentral.proteomexchange.org/cgi/GetDataset?ID=PXD011929
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Indywidualny wklad habilitantki w autorstwo publikacji: glowny pomystodawca i
koordynator  przeprowadzonych badan,; samodzielne planowanie doswiadczen oraz
optymalizacja eksperymentalnego protokotu TPP (ang. Thermal Proteome Profiling
workflow); przeprowadzanie eksperymentow TPP na wigkszoSci organizmow przedstawionych
w pracy, m.in.: P. torridus, G. stearothermophilus, T. thermophilus, E. coli, O. antarctica, B.
subtili, A. thaliana, D. melanogaster, C, elegans, M. musculus, H. sapiens, przeprowadzanie
eksperymentow  porownawczych powtarzalnos¢ wynikow miedzy  wspolpracujgcymi
laboratoriami; analiza i interpretacja wynikow: korelacja termolabilnosci biatek w roznych
mikro-srodowiskach oraz po ekspresji w roznych systemach, korelacja danych miedzy
temperaturq topnienia a wtasciwosciami biatek (m.in. diugosc¢ biatka, hydrofobowosé,
struktura drugorzedowa, analiza aminokwasow, itp.), analiza termolabilnosci biatek w ptynach
ustrojowych cztowieka; analiza danych mitochondrialnych; pisanie manuskryptu i
przygotowanie pracy do druku, przygotowanie rysunkow, tabel i informacji uzupetniajgcych,
korekta manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow, pozyskanie funduszy: grant
badawczy od Fundacji Alexandra von Humboldta.

Publikacja 3: H3 | Jarzab A, Witkowska D, Ziomek E, Setner B, Czajkowska A, Dorot
M, Szewczuk Z, Gamian A: Cyclic OmpC peptidic epitope conjugated to tetanus toxoid as a
potential vaccine candidate against shigellosis. Vaccine. 2018 Jul 25;36(31):4641-4649

(IF=3,269, pkt. MNiSW=30, cytowania WoS = 7)

Indywidualny wkilad habilitantki w autorstwo publikacji: giowny pomystodawca i
koordynator  przeprowadzonych badan,; samodzielne planowanie doswiadczen oraz
optymalizacja metod eksperymentalnych, przeprowadzone eksperymenty: hodowle bakteryjne,
izolacja oraz oczyszczanie biatka OmpC, synteza chemiczna peptydow na pinach
polietylenowych, przeprowadzenie eksperymentow na zwierzetach, przeprowadzenie
eksperymentow stabilnosci peptydow w surowicy mysiej, przeprowadzenie koniugacji peptyd-
biatko, przeprowadzenie analiz MALDI-TOF-MS, udzial w produkcji przeciwcial
monoklonalnych, wykonanie testow serologicznych (ELISA, Western-blot, dot-blot),
przeprowadzenie eksperymentow z wykorzystaniem powierzchniowego rezonansu plazmowego
(SPR - surface plasmon resonance), napisanie manuskryptu i przygotowaniu pracy do druku,
przygotowanie rysunkow i tabel, korekta manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi dla
recenzentow.

Publikacja 4: H4 | Jarzab AP Dabrowska A, Naporowski P, Krasna K, Szmyt A, Swiat M,
Pawlik K, Witkowska D, Ziomek E, Gamian A: Outer membrane protein C is a protective and
unique vaccine antigen against Shigella flexneri 3a. Sci Rep, 2024, 14, 25398

(IF=3,8, pkt. MNiSW=140, cytowania WoS= 0)
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Indywidualny wklad habilitantki w autorstwo publikacji: glowny pomystodawca i
koordynator  przeprowadzonych badan,; samodzielne planowanie doswiadczen oraz
optymalizacja metod eksperymentalnych; przeprowadzone eksperymenty: ekspresja i
oczyszczanie biatka rekombinowanego (rOmpC), izolacja oraz oczyszczanie biatka natywnego
(mOmpC), testy serologiczne (ELISA, Western-blot, dot-blot), analiza MALDI-TOF MS, analiza
dichroizmu kotowego (CD), analiza dynamicznego rozpraszania swiatla (DLS); opiekun
merytoryczny Kariny Krasnej podczas analizy bioinformatycznej, testow serologicznych oraz
analizy zanieczyszczen lipopolisacharydami i kwasami nukleinowymi; analiza oraz
interpretacja wynikow, napisanie manuskryptu i przygotowaniu pracy do druku, przygotowanie
rysunkow, tabel i informacji uzupetniajgcych, korekta manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi
dla recenzentow,; pozyskanie funduszy: kierownik grantu Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju (NCBR) w ramach programu Leader XIII, (LIDER13/0093/2022; 1 500 000 zi;
03.2023-03-2026): ,,Opracowanie innowacyjnej szczepionki peptydowej chronigcej przed
czerwonkq bakteryjng”

Po obronie pracy doktorskiej uzyskatam patent o statusie polskim oraz mi¢dzynarodowym.
Patent opisuje otrzymywanie oraz wilasciwo$ci immunogenne koniugatu biatko — peptyd
(prototypu szczepionki, ktory jest oparty o biatko no$nikowe oraz peptydy cykliczne). Ponadto,
w tym roku (2025) uzyskaliSmy zgloszenie patentowe na prototyp szczepionki biatko
nosnikowe — peptyd liniowy, ktore jest efektem prac w programie Lider XIIT (NCBR), ktérego
jestem kierownikiem.

Patent 1: HS | Jarzab A, Witkowska D, Ziomek E, Gamian A | Patent miedzynarodowy:
WO02016/012951A1, 28.01.2016 oraz patent polski: PL235826B1, 02.11.2020 |
,2Jmmunogenic conjugate and its use in the prophylaxis and treatment of infections caused by
Enterobacteriaceae”.

(patent miedzynarodowy i polski)

Indywidualny wkilad habilitantki jako tworcy patentu: pomystodawca i koordynator
przeprowadzonych badan; wykonawca wszystkich eksperymentow opisanych w przyktadach do
patentu (synteza peptydow na pinach polietylenowych, przygotowanie koniugatow peptyd-
biatko, analiza MALDI-TOF MS, analiza SDS-PAGE oraz wykonanie testow serologicznych:
ELISA, Western-blot, dot-blot, przeprowadzenie badan na zwierzetach), analiza danych;
merytoryczne przygotowanie zgtoszenia patentowego (opisanie stanu wiedzy, ang. ,, state of the
art”, wykonanie analizy rynku oraz potencjalnych rozwigzan konkurencyjnych, opisanie
nowosci wynalazku, przygotowanie rycin, tabel i opisow)

Z.gloszenie patentowe 1: H6 | Krasna K, Jarzab A | Zgloszenie nr: WIPO ST 10/C PL451249
z dn. 20.02.2025 ,,Koniugat zawierajgcy antygenny peptyd i jego zastosowanie do zapobiegania
zakazeniom bakteryjnym wywotanym przez bakterie Shigella”

(zgloszenie patentowe)
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Indywidualny wkilad habilitantki jako tworcy zgloszenia patentowego: pomystodawca i
koordynator przeprowadzonych badan; wykonawca czesci eksperymentow opisanych w
przykladach do patentu (optymalizacja oraz synteza koniugatu biatko-peptyd); opiekun
merytoryczny Kariny Krasnej w analizie MALDI-TOF MS, SDS-PAGE, testach serologicznych
(ELISA, Western-blot, dot-blot), technikach hodowli komorkowych, analiza danych,
przygotowanie rycin i tabel; merytoryczne przygotowanie zgtoszenia patentowego (opisanie
state of the art, wykonanie analizy rynku oraz potencjalnych rozwiqzan konkurencyjnych,
opisanie nowosci wynalazku, przygotowanie rycin i opisow oraz przygotowanie ostatecznej
wersji zgloszenia; pozyskanie finansowanie na przeprowadzone badania z Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju (NCBR) w programie Lider XIII, w ramach grantu: ,,Opracowanie
innowacyjnej szczepionki peptydowej chroniqcej przed rozwojem czerwonki bakteryjnej”

Sumaryczna warto$¢ punktacji cyklu publikacyjnego, w sktad ktorego wchodza cztery
oryginalne i powigzane tematycznie publikacje naukowe wynosi IF = 52,587, co opowiada
MNiSW =570 pkt. Liczba cytowan wedtug bazy Web of Science z dn. 21.03.2025 wynosi 290
(287 bez autocytowan).

Uwzgledniono wspotczynnik IF oraz punkty MNiSW z roku, w ktérym prace zostaly
opublikowane. Dla publikacji, ktorych IF nie zostatl jeszcze okre$lony podano IF z roku
poprzedzajacego publikacje.

OPIS GELOWNYCH OSIAGNIEC NAUKOWYCH

WPROWADZENIE | Biatka to klasa makroczasteczek, ktore petnig roznorodne funkcje w
komorce. Uczestniczg w metabolizmie oraz w szlakach przekazywania sygnatow wewnatrz- i
zewnatrzkomorkowych, zapewniaja wsparcie strukturalne, pelnig funkcje nosnikow dla
roznych substancji, a takze role receptorow, enzymow, czy hormonow. Z drugiej strony biatka
oraz ich fragmenty — peptydy sa waznymi antygenami, ktére rozpoznawane przez uktad
immunologiczny prowadza do wzbudzenia wysoce specyficznej odpowiedzi odpornosciowe;.
Swoisto$¢ odpowiedzi na zadany antygen bialkowy lub peptydowy jest $cisle zalezna od ich
sekwencji aminokwasowej i struktury przestrzenne;j.

Biatka mozna zdefiniowa¢ za pomocga czterech poziomow strukturalnych: pierwszo-,
drugo-, trzecio- i czwartorzedowego. Struktura pierwszorzedowa to unikalna sekwencja
aminokwasow, ktore lacza si¢ za pomoca wigzan peptydowych. Lokalne fatdowanie
polipeptydéw za pomoca wigzan wodorowych, takich jak a-helisy i B-kartki, stanowig strukture
drugorzgedowa. Ogolna struktura trojwymiarowa (3D) to struktura trzeciorzedowa. Sktada si¢ z
trojwymiarowego ksztaltu, ktory powstaje, gdy ,kregostup” tancucha polipeptydowego
wchodzi w interakcje ze $rodowiskiem wodnym oraz zaczyna si¢ formowac, gdy nowo
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syntetyzowany tancuch polipeptydowy opuszcza terminalny koniec kompleksu podjednostek
rybosomu. Aby osiggnaé stabilno$¢ termodynamiczng tancuch polipeptydowy sekwestruje
hydrofobowe reszty i odstania te, ktore sa hydrofilowe. Stabilno$¢ termodynamiczna jest
dodatkowo osiggana przez rozne interakcje chemiczne, wlaczajac w to wigzania wodorowe,
sity van der Waalsa i wigzania jonowe. Gdy dwie lub wigcej podjednostek biatkowych taczy
si¢, tworzac kompletng strukture, konfiguracja ta przyjmuje struktur¢ czwartorzedowsq.
Struktura i1 funkcja biatka sg ze sobg $cisle powigzane — kazda zmiana ksztattu spowodowana
czynnikami chemicznymi lub fizycznymi np. zmiang temperatury lub pH moze prowadzi¢ do
denaturacji biatka i utraty jego wtasciwosci. Z tego wzgledu tak wazne jest monitorowanie oraz
badanie zmian w strukturze, ktére zachodza w r6znych warunkach, a nastgpnie wptywaja na
zmiang ich wiasciwosci fizyko-chemicznych oraz aktywno$ci w zakresie petnionych przez nie
funkeji [1, 2].

Temperatura ma ogromny wpltyw na funkcjonalno$¢ wielu biatek, wiaczajac w to:
interakcje biatko-biatko, ich aktywno$¢ enzymatyczng oraz podstawowe funkcje zwigzane z
ich aktywnoscig fizjologiczng i biologiczng, w tym utrzymanie homeostazy w komorce oraz
zdolno$¢ komorek do adaptacji w zmieniajacych si¢ warunkach §rodowiska [3]. Biatka sa
czasteczkami bardzo wrazliwymi na zmiany temperatury. Ich termolabilnos¢, czyli sktfonnos¢
do zmiany ich struktury pod wptywem podwyzszonych temperatur ma kluczowe znaczenie w
zachowaniu ich funkcjonalnosci. Wiadomo na przyktad, ze temperatura wplywa na przebieg
reakcji enzymatycznych — podwyzszona temperatura zwykle zwigksza szybkos$¢ reakcji ze
wzgledu na przyspieszony ruch czasteczek. Jednakze, jesli temperatura przekroczy optymalny
zakres, aktywnos$¢ enzymu moze si¢ nastepnie zmniejszy¢ z powodu postepujacej denaturacji.
Z tego wzgledu, aby utrzymac optymalne warunki dla wlasciwego funkcjonowania bialek
organizmy czgsto reguluja swoja temperatur¢ wewnetrzng. Ponadto, niektore organizmy, takie
jak ekstremofile, ewoluowaty, aby rozwijac si¢ w ekstremalnych temperaturach.

W podwyzszonych temperaturach zwickszona energia kinetyczna moze zerwac stabe
oddziatywania, ktore utrzymuja drugo-, trzecio- i czwartorzedowa strukture tych czasteczek.
Znaczne podwyzszenie temperatury otoczenia zmienia ksztatt biatka 1 prowadzi do jego
denaturacji. Tym samym prowadzi to do rozfaldowania biatka oraz utraty jego funkcji. Ponadto,
wyzsze temperatury moga destabilizowaé interakcje pomig¢dzy bialtkami oraz innymi
czasteczkami biologicznymi, potencjalnie wptywajac na aspekty, takie jak sygnalizacja i
regulacja metaboliczna. Podczas denaturacji dochodzi do zaburzen struktury drugo-, trzecio- i
czwartorzedowej funkcjonalnego biatka, co powoduje zmiany jego cech fizycznych,
chemicznych 1 biologicznych. Z tego wzgledu temperatura jest krytycznym czynnikiem
wplywajacym na stabilno$¢ i funkcje biatek. Z drugiej strony okreslone czynniki, w tym
struktura I-, II-, III- 1 IV-rzgdowa s3a czesto rozpatrywane jako czynniki determinujgce
termolabilno$¢ biatek. Zrozumienie tych efektow jest kluczowe w takich dziedzinach jak
biochemia, biologia molekularna, mikrobiologia i biotechnologia, gdzie kontrola temperatury
musi by¢ monitorowana podczas oczyszczania biatek, badania aktywno$ci enzymoéw i ich
ogo6lnej funkcji komorkowe;.

Z drugiej strony biatka sg czasteczkami niezwykle immunogennymi 1 wplywajg na wiele
funkcji uktadu immunologicznego. Immunogennos$¢ biatek jest rozumiana jako zdolno$¢ do

Strona91z52



Zatgcznik 3 | Autoreferat | Anna Jarzab

wzbudzania oraz modulowania odpowiedzi odpornosciowej. ROwniez w tym aspekcie struktura
determinujaca funkcjonalno$¢ biatek petnigcych role antygenow ma kluczowe znaczenie.
Ludzki uktad odporno$ciowy wykorzystuje ztozony zbiér mechanizmdéw ochronnych do
monitorowania i eliminowania substancji obcych i szkodliwych wnikajacych do organizmu.
Aktywna reakcja na srodowisko zewngtrzne jest definiowana jako odpowiedz immunologiczna,
ktora dzielimy na odpowiedz wrodzong (pierwotng) i adaptacyjng (nabytg). Odpowiedz
pierwotna jest niespecyficzng i szybka odpowiedzig na wszelkiego rodzaju patogeny i obejmuje
bariery fizyczne, takie jak skora i blony §luzowe, rozpuszczalne biatka 1 bioaktywne mate
czasteczki, obecne w ptynach ustrojowych np. biatka dopetniacza lub uwalniane z komoérek w
miar¢ ich aktywacji, takie jak np. cytokiny. Adaptacyjna odpowiedz immunologiczna jest
wyzwalana przeciwko specyficznym antygenom i opiera si¢ przede wszystkim na receptorach
usytuowanych na powierzchni limfocytéw T i B, ktore generuja silng i dtugotrwata odpowiedz.
Podczas pierwszej interakcji z nowym patogenem, organizm zaczyna produkowac efektory
limfocytow T 1 B. Produkcje komorek efektorowych mozna podzieli¢ na dwie rozne
odpowiedzi pierwotng, ktora jest wynikiem pierwszego narazenia na antygen oraz wtorng, ktora
obejmuje komorki pamieci T 1 B [4]. Wtorna zdolno$¢ uktadu do odpowiedzi na wczesniej
prezentowane antygeny jest w praktyce wykorzystywana do konstrukcji szczepionek,
chronigcych przed najgrozniejszymi patogenami.

Antygeny sg rozpoznawane przez specyficzne receptory eksponowane na powierzchni
limfocytow B oraz T. W rzeczywistosci limfocyty B rozpoznaja determinanty antygenowe
poprzez receptory antygendw, zwane receptorami komoérek B (BCR), skladajace sie z
immunoglobulin zwigzanych z blong (przeciwciat), ktére moga posredniczy¢ w humoralne;j
odpornosci adaptacyjnej. Do wigzanie antygenu przez przeciwciata i BCR dochodzi w malej
czedci fragmentu wigzacego antygen (Fab) okreSlanego jako regiony determinujace
komplementarno$¢ (ang. complementarity determining regions, CDR). Geny zmienne
immunoglobuliny, ktére koduja CDR, przechodza somatyczng hipermutacj¢ i dalsza selekcje
pod katem powinowactwa podczas kolejnych ekspozycji na antygen, co skutkuje wysoce
specyficznym wigzaniem, zaleznym zaré6wno od sekwencji jak 1 struktury antygenu. Regiony
antygendéw, ktore sa wigzane przez CDR, nazywamy epitopami. Lancuchy boczne
aminokwasow CDR wiazg epitopy poprzez wigzania niekowalencyjne, ktore obejmuja
oddziatywania elektrostatyczne, wigzania wodorowe, sity van der Waalsa i oddziatywania
hydrofobowe. Fragment Fc (fragment krystalizujacy) 1 regiony zawiasowe czasteczek
immunoglobulin nie biorg udzialu w bezposrednim kontakcie z antygenem; jednak regiony te
moga modulowa¢ og6lng strukturg przeciwcial, co moze umozliwia¢ lub ogranicza¢ wigzanie
do epitopow strukturalnych [5]. Epitopy limfocytu B moga by¢ albo kolejnymi resztami
aminokwasow w sekwencji biatka antygenu, znanymi jako epitopy liniowe, albo moga by¢
nieciggtymi resztami aminokwasow, ktére oddziatujg ze sobg, aby zlozy¢ sekwencje biatka w
trojwymiarowg struktur¢ konformacyjng, znang jako epitopy konformacyjne [6]. Receptory
komorek T (TCR), zlokalizowane na powierzchni komorek T, umozliwiajg rozpoznawanie
antygendw prezentowanych na powierzchni komoérek prezentujacych antygen (APC)
zwigzanych z czasteczkami gltownego kompleksu zgodnosci tkankowej (ang. major
histocompatibility complex, MHC). Epitopy te sa prezentowane przez czasteczki MHC 1 MHC
II, ktore sg rozpoznawane przez dwa odrgbne podzbiory komorek T: odpowiednio komorki T
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CD4+ 1 CD8+. W tej sytuacji odpowiedz immunologiczna musi by¢ starannie kontrolowana,
aby zapobiec uwolnieniu tych szkodliwych mechanizméw przeciwko wlasnym tkankom
gospodarza, a tym samym przeciwdziata¢ reakcjom autoimmunizacji. [7].

Limfocyty B odgrywaja niezwykle wazng role w odpowiedzi immunologicznej ssakow.
Réznicujg si¢ w komorki plazmatyczne w odpowiedzi na stymulacj¢ antygenowg przez bakterie
1 wirusy, wytwarzajac przeciwciata zwalczajace zakazenia bakteryjne i wirusowe. Identyfikacja
epitopow limfocytéw B w znacznym stopniu przyczynila si¢ do rozwoju biomedycyny, na
przyktad w ogdlnym zrozumieniu mechanizméw odpowiedzi immunologicznej w odniesieniu
do projektowania i opracowywania odpowiednich szczepionek. Identyfikacja i charakterystyka
biatek terapeutycznych jako antygenow jest niezwykle wazna z farmaceutycznego punktu
widzenia. Do grupy tej zaliczamy zaréwno biatka w postaci przeciwcial terapeutycznych, jak i
cate antygeny biatkowe oraz ich fragmenty — peptydy, wykazujace zdolnosci do wzbudzania
odpowiedzi uktadu immunologicznego. Z tego wzgledu biatka sg idealnymi antygenami do
konstrukcji szczepionek, w szczegdlnosci ze wzgledu na to, iz niwelujg wystepowanie skutkow
ubocznych, a takze zapewniajg wysoka specyfike wzbudzanej odpowiedzi immunologiczne;.

Podczas pracy doktorskiej pracowatam nad wyznaczeniem immunogennych epitopow
biatka OmpC obecnego na powierzchni komoérek S. flexneri 3a z wykorzystaniem szeregu
technik bioinformatycznych, immunoenzymatycznych oraz chemicznej syntezy peptydow, aby
wyznaczy¢ antygenowe fragmenty tego biatka. Sposrod kilku petli obecnych w strukturze
przestrzennej OmpC wytypowanych w drodze modelowania molekularnego oraz zastosowania
technik bioinformatycznych zidentyfikowalam jedng reaktywng determinantg (epitop), ktora
testowalam w dalszych badaniach. W okresie tym zsyntetyzowatam rdwniez pierwsze
koniugaty oparte o biatka no$nikowe (BSA, KLH, OVA, TT) oraz liniowy peptyd stanowiacy
sekwencje epitopu, ktore wykazywaly umiarkowang reaktywno$¢ oraz immunogennosc.
Wyniki te zostaty opublikowane w ramach mojej rozprawy doktorskiej (Publikacje 5-8,
opisane poza cyklem habilitacyjnym). Tematyke zwigzang z projektowaniem prototypu
szczepionki chronigcej przed rozwojem czerwonki bakteryjnej kontynuowatam po doktoracie
oraz kontynuuje¢ aktualnie po powrocie do kraju. W latach 2015-2022 przebywalam w
Niemczech na stazu naukowym, gdzie prowadzilam badania nad termoloabilnos$cig biatek z
wykorzystaniem proteomiki. Dzi¢ki zdobytym umiejetno$ciom, aktualnie kontynuuj¢ badania
nad termolabilnoscig biatek w ramach realizacji projektu Meltome Atlas, jak rowniez badania
nad szczepionka chronigca przed czerwonka bakteryjng z wykorzystaniem technik
proteomicznych. Nowe metody proteomiczne, jakie poznalam podczas stazu pozwalaja mi
aktualnie bada¢ sposob funkcjonowania prototypu szczepionki na poziomie molekularnym i
zmierza¢ do wyjasnienia mechanizmu jej dziatania na uktad immunologiczny.

Podsumowujac, od wielu lat prowadze badania nad strukturg i funkcja biatek oraz ich
wzajemng korelacja. W gléwnej mierze koncentrowalam si¢ nad poznaniem czynnikow
wplywajacych na labilno$¢ termiczng biatek, jak rowniez patrzytam na konsekwencje ich
termicznej denaturacji. Dodatkowo, duza cze$¢ swojej pracy poswigcitam na badania
immunogennos$ci tych czasteczek, w szczegolnosci badanie wpltywu konformacji biatek i
peptydow na wzbudzanie ochronnej odpowiedzi immunologicznej w kontekscie ich
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zastosowania jako antygendw do szczepionek podjednostkowych. Struktura biatka odgrywa
kluczowe znaczenie w tym zakresie oraz determinuje ich antygenowos¢ 1 immunogennosc.

OMOWIENIE OSIAGNIEC | Wybrane prace stanowia jednotematyczny cykl poswigconych
badaniom nad charakterystyka struktury i funkcji biatek prokariotycznych i eukariotycznych,
w szczegolnosci w ocenie ich wlasciwosci termolabilnych i immunogennych. Publikacja 1 jest
efektem mojego wktadu w rozwdj i rozbudowe bazy danych proteomicznych ProteomicsDB.
Dzigki moim wynikom w ramach realizacji tego przedsigwzigcia baza ProteomicsDB zostata
poszerzona o ~13 000 biatek ludzkich pochodzacych z meltomoéw (proteomdw mierzonych w
gradiencie temperatury) Homo sapiens. Publikacja 2 stanowi efekt moich prawie 4-letnich
badan 1 jest poswigcona tematyce termolabilnosci biatek wchodzacych w sktad organizmow
modelowych znajdujacych si¢ na r6znych poziomach drzewa filogenetycznego, poczynajac od
archeonow, poprzez bakterie, drozdze, robaki, ryby, myszy i1 konczac na cztowieku (lacznie ~
48 000 bialek). Ponadto, publikacja ta powigzana jest z utworzeniem bazy danych
proteomicznych Meltome Atlas, ktora jest publicznie dostgpna oraz stanowi cenne zrodto
informacji dla innych naukowcow. Obie publikacje powstaly w ramach realizacji mojego stazu
podoktorskiego w Katedrze Proteomiki i Bioanalizy na Politechnice w Monachium.
Zrealizowane oraz bedace aktualnie w toku realizacji projekty naukowe powigzane tematycznie
z cyklem habilitacyjnym sg przeze mnie kontynuowane w ramach grantow NCN (Miniatura 7
— projekt zrealizowany; Sonata Bis 13 — projekt w trakcie realizacji; oba granty dotyczg badan
nad termolobilno$cig biatek oraz rozbudowa Meltome Atlas). Dwie pozostate publikacje
(Publikacja 3 i 4) zwigzane s3 gtownie z badaniem zdolno$ci bialek i peptydéw bakteryjnych
o roznych konformacjach do wzbudzania odpowiedzi immunologicznej. Publikacja 3 powstala
w ramach mojej pracy w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, IITD PAN we Wroctawiu.
Badania przedstawione w tej publikacji sa kontynuacja cyklu prac powstalych podczas mojej
pracy doktorskiej (cykl prac, jaki powstal podczas mojego doktoratu zostat opisany ponizej,
poza cyklem habilitacyjnym). Ponadto Patent 1 uzyskany na ochron¢ koniugatéw biatko-
peptyd jest zwigzany z pracami nad immunogennoscig biatek oraz ich wykorzystaniem do
konstrukcji szczepionek antybakteryjnych. Badania nad prototypem szczepionki kontynuuje od
2 lat w ramach realizacji grantu NCBR (Lider XIII — grant majacy na celu opracowanie
prototypu szczepionki przeciwko czerwonce bakteryjnej). Projekt ten znajduje si¢ w koncowej
fazie realizacji, a jego efektem jest Publikacja 4 oraz Zgloszenie patentowe 1, wchodzace w
sktad cyklu habilitacyjnego. Dodatkowo, aktualnie realizuj¢ grant Fundacji Alexandra von
Humboldta (AvH Research Linkage Grant) na finansowanie wspotpracy miedzynarodowe;j
oraz ksztalcenia mtodej kadry naukowe;.

WKLAD W ROZBUDOWE BAZY DANYCH ProteomicsDB | Gléwnym osiggnigciem
cyklu prac dotyczacych termicznej denaturacji biatek jest utworzenie baz danych biatkowych
meltoméw, opisujagcych termiczng denaturacje bialek na przestrzeni proteomdéw oraz w
szerokim zakresie gradientu temperatur (ProteomicsDB oraz Meltome Atlas). Dane te sg
publicznie dost¢pne oraz stanowig cenne zrddlo informacji dla innych naukowcow zajmujacych
si¢ badaniem wplywu temperatury na denaturacje termiczng biatek. Dodatkowo wnikliwa
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analiza wlasciwosci determinujacych strukture oraz funkcje biatek pozwolita na wyciagniecie
globalnych wnioskéw dotyczacych termicznej labilnosci tych czasteczek, a przeprowadzone
eksperymenty pozwolity na potwierdzenie wlasciwosci wynikajacych z analizy danych
liczbowych uzyskanych dla poszczeg6lnych meltomow.

Pomimo tego, ze zagadnienia zwigzane z termiczng denaturacjg bialek sg badane od
dziesigcioleci to wiele czynnikow determinujgcych ich termolabilno$¢ nie jest do konca
poznanych i1 dokladnie zrozumianych. Podczas realizacji mojego stazu podoktorskiego przez
prawie 4 lata pracowatam nad czynnikami determinujacymi stabilno$¢ termiczng bialek z
wykorzystaniem termicznego profilowania proteoméw (ang. Thermal Proteome Profiling,
TPP) — techniki proteomicznej opartej na spektrometrii mas. Pierwszym sukcesem tych badan
bylo opublikowanie wynikéw dotyczacych denaturacji ludzkich proteoméw w bazie danych
biatkowych ProteomicsDB (Ryc. 1), ktore zostaty opisane w publikacji: Samaras P, Schmidt
T, Frejno M, Gessulat S, Reinecke M, Jarzab A, Zecha J, Mergner J, Giansanti P, Ehrlich HC,
Aiche S, Rank J, Kienegger H, Krcmar H, Kuster B, Wilhelm M: ProteomicsDB: a multi-omics
and_multi-organisms resource for life science research. Nucleic Acids Res. 2019 Oct 30
(Publikacja 1: H1). Udostepnione przeze mnie dane obejmuja krzywe topnienia ~13 000
ludzkich biatek, pochodzacych z linii komérkowych oraz tkanek cztowieka. Dzigki przekazaniu
przez nas danych zawierajacych informacje dotyczace denaturacji biatek z kilkudziesigciu
ludzkich zestawow meltomow baza ta wzbogacita si¢ w informacje bgdace wskazowka dla
innych naukowcow pracujacych z technikami opartymi o TPP. Dane te utatwiag przyktadowo
podjecie decyzji na temat tego, ktory zakres temperatur powinni wybra¢ do swoich badan, aby
wlasciwie monitorowac przesunigcia w temperaturze topnienia (ang. melting point, Tm), ktore
wystepuja na skutek wigzania si¢ biatka z inng czgsteczka, np. lekiem. Techniki te wykorzystuja
zdolnos$¢ biatka do zmiany jego konformacji pod wptywem zwigzania z inng czasteczka, co
nastepnie skutkuje zmiang jego wrazliwosci na temperature, a tym samym zmiang Tm. Jest to

niezwykle uzyteczna informacja dla planowania eksperymentéw przesiewowych stuzacych
poszukiwaniu nowych celow molekularnych dla potencjalnych lekow, z wykorzystaniem
technologii takich jak CETSA (ang. Cellular Thermal Shift Assay) czy ITDR (ang. Isothermal
Dose Response Assay).

ProteomicsDB  (https://www.ProteomicsDB.org) to baza danych, pierwotnie
opracowana do eksploracji duzych ilosci danych ilosciowych pochodzacych z danych
proteomicznych opartych o spektrometri¢ mas, w tym tzw. ,,pierwszego szkicu ludzkiego
proteomu” [8]. Oprocz wielu funkcji umozliwia ona badanie i analize ilo$ciowg biatek w
roznych tkankach, liniach komérkowych 1 plynach ustrojowych w czasie rzeczywistym za
posrednictwem interaktywnych wykresow: map cieplnych (tzw. heatmaps), krzywych
odpowiedzi na leki, czy krzywych opisujacych denaturacje biatek pod wpltywem temperatury.
Obecnie ProteomicsDB oferuje wiele mozliwosci jej uzycia w roznych dyscyplinach i
dziedzinach nauki, obejmuje szeroki zakres danych oraz jest sukcesywnie rozwijana o kolejne
organizmy, a takze eksperymenty oparte na spektrometrii mas [9, 10].
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Ryc. 1. Baza danych ProteomicsDB. a) Strona giowna ProteomicsDB zostala dostosowana tak, aby pomiescic¢
nowe organizmy, a takze dostarcza¢ informacji o ilosci roznych typow danych przechowywanych w bazie danych,
w tym meltomow ludzkich b) Nowe dane zdeponowane z badan biochemicznych. Wykres kotowy po lewej stronie
pokazuje rozkiad danych z badan biochemicznych dostepnych dla trzech roznych zastosowan (dane pochodzgce z
inhibitorow kinaz, procesu syntezy i degradacji biatek oraz meltomow ludzkich). Diagram Venna wewngqtrz
wykresu kolowego pokazuje nakladanie si¢ bialek, dla ktorych dostepne sq dane z badan biochemicznych
odpowiedniego typu. Diagramy po prawej stronie pokazujq przykiadowe krzywe dla danych pochodzqcych z
meltomow ludzkich (Zaadaptowano z Samaras et all, Nucl. Acid Res., 2019).

WKLEAD W POWSTANIE BAZY DANYCH Meltome Atlas | W toku kontynuacji tych
badan, poza wieloma meltomami ludzkimi przeanalizowaliSmy proteomy 13 réznych
organizmdw modelowych znajdujacych si¢ na réznych poziomach drzewa filogenetycznego w
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zakresie temperatur 30-90 °C (Ryc. 2). Ostatecznym rezultatem tych badan byta baza danych
proteomicznych — Meltome Atlas obrazujacych krzywe topnienia ~48 000 biatek.
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Ryc. 2. Reprezentacja rozkladu topnienia (dystrybucja Tm) meltomow z 13 organizmow opisanych w Meltome
Atlas (Zaadaptowano z Jarzab et all, Nature Meth, 2020).

Badania te przyczynity si¢ do powstania nowego terminu w obrebie nauk proteomicznych —
meltomiki. Baza ta byta nie tylko Zrodtem danych dla naszego zespotu — aktualnie wyniki tych
prac sa publicznie dostepne oraz uzywane przez naukowcoéw na catym $wiecie. Wyniki oraz
analiza danych zostaty opisane w publikacji Jarzab A, Kurzawa N, Hopf T, Moerch M, Zecha
J, Leijten N, Musiol E, Maschberger M, Stoehr G, Daly C, Samaras P, Mergner J, Spanier B,
Angelov A, Werner T, Bantscheff M, Wilhelm M, Klingenspor M, Lemeer S, Liebl W, Hahne H,
Savitski MM, Kuster B: Meltome Atlas — thermal proteome stability across the tree of life.
Nature Methods 2020 May 17(5):495-503 (Publikacja 2: H2).

WYKAZANIE WPELYWU STRUKTURY BIALEK NA ICH WLEASCIWOSCI
TERMOLABILNE | Systematyczna analiza meltomow réznych organizméw, zyjacych w
zréznicowanych warunkach temperaturowych (od 4 °C do 70 °C) pozwolita na ewaluacje
czynnikow mogacych wptywac na stabilno$¢ termiczng biatek, wlaczajac w to: wielkos$¢ bialka,
czgstotliwo$¢ wystgpowania danego biatka w komorce, zawartosci struktur II-rzedowych (a-
helis, B-kartek), struktur nieuporzadkowanych, a takze wptyw zawartosci niektéorych grup
aminokwasow, np. aminokwaséw hydrofobowych, polarnych (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Molekularne determinanty stabilnosci termicznej bialek. a) Analiza zwigzku dlugosci biatka i Tm w
obrebie gatunku na przykladzie Homo sapiens. Termicznie stabilne biatka sq zazwyczaj mniejsze niz biatka
nietrwale cieplnie. b) Analiza zwigzku diugosci biatka i Tm miedzy gatunkami. Kotka oznaczajq sredniq Tm
wszystkich biatek u danego gatunku. Linia przerywana przedstawia analize regresji liniowej Srednich wartosci Tm
wsrod prokariotow, ujawniajgc dosé silne powigzanie, ktorego nie obserwuje sie u eukariotow. ¢) Analiza zwigzku
czestosci wystepowania biatka i Tm komorek pochodzgcych ze szpiku kostnego myszy. d) Rozkiad czestosci
wystepowania aminokwasow polarnych u T. thermophilus i E. coli e) Rozklad czestosci wystepowania
aminokwasow hydrofobowych u T. thermophilus i E. coli. f) Czestotliwos¢ wystepowania elementow struktury
drugorzedowej u wszystkich gatunkéw. g) Srednia zawarto$é¢ nieuporzqgdkowanych elementéw struktury biatek
Jjako funkcja sredniej Tm biatek w kazdym gatunku. h) Dystrybucja zawartosci nieuporzqdkowanej struktury bialek
ludzkich w czterech kategoriach topnienia uzytych w tym badaniu. i) Krzywe topnienia (n = 2) dla dwoch wysoce
nieuporzqdkowanych biatek wykazujgcych sredniq (IK, biatko czerwone) lub wysokq (tau) stabilnos¢ termiczng w
komorkach U937. (Zaadaptowano z Jarzab et all, Nature Meth, 2020).

Jedng z najistotniejszych zalezno$ci opisanych w pracy byla korelacja migdzy
wielkos$cig biatka a jego temperaturg topnienia. W badaniach zaobserwowali§my negatywng
korelacje pomiedzy wielkoscig bialek oraz ich stabilno$cig termiczng w obrebie
rozpatrywanego organizmu, np. u czlowieka (Ryc. 3a). Prace innych autoréw opisujace
zalezno$¢ pomiedzy wielkoscig oraz Tm biatka wykonane na pojedynczych organizmach byty
kompatybilne z naszymi obserwacjami [11]. Natomiast skorelowanie $redniej dlugos$ci biatka
ze $rednimi warto$ciami Tm u ré6znych organizmoéw oraz na przestrzeni 13 gatunkéw pozwolito
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na systematyczng analize oraz wyciagni¢cie globalnych wnioskow. Dzigki systematycznej
analizie stabilno$ci bialek prokariotycznych wykazaliSmy wyrazniejszy wptyw redukcji
dlugosci biatka na zwigkszenie jego stabilno$ci termicznej. Jest to interesujace, poniewaz dane
dotyczace réznych gatunkoéw prokariotycznych wskazuja, ze zycie w wyzszych temperaturach
wigze si¢ z konieczno$cig ograniczenia rozmiaru biatka — dotyczy to w szczego6lnosci
organizméw ekstermofilnych. Zgodnie z tym, zwigkszenie stopnia upakowania biatka i
obciecie petli wystawionych na dzialanie rozpuszczalnika nalezg do czynnikow ewolucyjnych,
ktore moga sprawi¢, ze biatka beda wyjatkowo termostabilne. Dodatkowo, nie znalezliSmy
takiego zwigzku dla gatunkéw eukariotycznych, ktére w wigkszosci zyja w zmiennych
temperaturach otoczenia oraz u ktorych obecne sa liczne mechanizmy termoregulacji (Ryc. 3b).
Badania te pokazuja, jak cenny jest dostep do szerokiego zakresu informacji (obszernej bazy
danych), w naszym przypadku roéznych organizméw prokariotycznych 1 ekariotycznych.
Ponadto, wyniki te pokazuja, ze wnioski wyciagniete na podstawie analizy pojedynczych
organizméw mogg prowadzi¢ do zupetie innych konkluzji niz wnioski wyciagnigte na
podstawie rozleglej systematycznej analizy opartej o duzg ilos¢ danych.

W badaniach nad Meltome Atlas, w wigkszo$ci naszych zestawoéw danych
zaobserwowalismy ogdlny trend pokazujacy zalezno$¢ czestotliwos$ci wystgpowania biatka w
komorce z jego stabilno$cia termiczng. Efekt ten byt bardziej wyrazny w przypadku biatek
nieulegajacych denaturacji (Ryc. 3c¢). Niemniej jednak, korelacje te byly bardzo stabe, a
rozmiary efektu bardzo mate, wigc czestotliwosci wystepowania biatka w komoérce nie mozna
byto uzna¢ za dobry predyktor stabilnosci termicznej. Nasze wyniki pokazaty duzo stabszy
efekt potwierdzajacy pozytywna korelacje czestosci wystepowania biatka z jego
termostabilno$ciag, niz pokazaty to inne grupy badawcze pracujace na pojedynczych
organizmach np. E. coli [11].

Podczas badan wykazano wiele zalezno$ci pomig¢dzy strukturg pierwszorzedowa a
stabilno$cig termiczng biatek. Przeanalizowali$my sktad aminokwasowy 1 zaobserwowalismy,
ze biatka T. thermophilus maja znacznie nizszg zawarto$¢ cysteiny (Cys) niz inne gatunki. W
przypadku wigkszosci innych aminokwaséw rozpatrywanych indywidualnie nie
zaobserwowaliSmy wyraznych powigzan. Jednak po pogrupowaniu wedlug pewnych
wlasciwos$ci, odkryliSmy, ze biatka gatunkéw termofilnych, takich jak 7. thermophilus
zawieraly znacznie mniej aminokwasoéw polarnych niz biatka mezofilnej E. coli (Ryc. 3d).
Ponadto, biatka 7. thermophilus mialy nieco wyzszg czestotliwo$¢ wystgpowania
aminokwasow hydrofobowych (Ryc. 3e), co ulatwia przetrwanie w wyzszych temperaturach,
poniewaz zwigkszenie oddziatywan hydrofobowych w rdzeniu prowadzi do tworzenia i
utrzymania bardziej stabilnych struktur biatkowych.

Globalna analiza wykazata znaczace r6éznice w obecnosci struktur II-rzedowych (a-
helis, petli lub B-kartek) miedzy bakteriami i eukariotami (Ryc. 3f). Z drugiej strony ich
wzgledne proporcje byly niemal identyczne migdzy roznymi bakteriami, mimo ze ich
optymalne temperatury wzrostu (ang. optimal growth temperaturg, OGT) r6znily si¢ o ponad
50 °C. Sugeruje to, ze oddzialywania w strukturze II-rzedowej nie odgrywaja kluczowego
znaczenia w stabilno$ci termicznej biatek.
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Dodatkowo, podczas analizy naszych danych zauwazyliSmy, ze petle 1
nieuporzadkowane regiony sa znacznie bardziej powszechne w biatkach eukariotycznych niz u
organizmo6w prokariotycznych (Ryc. 3g). Z tego wzgledu skupiliSmy si¢ tez na ocenie, czy
zakres nieuporzadkowanych regionow w biatkach cztowieka moze by¢ dobrym predyktorem
ich stabilnos$ci termicznej. Poprzednie prace z wykorzystaniem lizatdéw wykazaty, ze bialtka z
duzym udziatem nieuporzadkowanych regiondw sg czesto niestabilne termicznie 1 wykazuja
podobne zachowanie podczas topnienia jak biatka ustrukturyzowane [11]. Analiza termiczne;]
denaturacji biatek ludzkich potwierdzita te obserwacje dla calych komoérek. Dodatkowo, poza
standardowym monitorowaniem Tm wprowadzona przez nas klasyfikacja oparta na AUC (ang.
area under the curve) pozwolila na rozszerzenie analizy na bialka nieulegajace topnieniu (ang.
non-melters). Wbrew wcze$niejszym publikacjom, nasze analizy wykazaly, Ze biatka
nieulegajace  denaturacji (non-melters) byly najsilniej wzbogacone w regionach
nieuporzadkowanych. Ponadto, nietopliwe biatka wykazywaly bimodalny rozktad pod
wzgledem nieuporzadkowanych struktur (Ryc. 3h). Analiza ontologii genéw wykazata, ze
biatka nieulegajace denaturacji o matej zawartosci struktur nieuporzadkowanych bytly silnie
wzbogacone w bialka zawierajagce domeng¢ transblonowa, biatka z domenami
zewnatrzkomorkowymi, biatka glikozylowane, biatka wydzielane z peptydami sygnatlowymi 1
biatka zawierajgce wigzania disiarczkowe. To wszystko stanowi uzasadnienie, dlaczego biatka
te nie wytracaja si¢ w wyzszych temperaturach. Natomiast biatka termostabilne, ale wysoce
nieustrukturyzowane, byly silnie wzbogacone w biatka jadrowe i biatka ulegajace fosforylacji.
Dobrym przyktadem potwierdzajacym to zachowanie jest biatko Tau, ktore jest znane ze swojej
odpornosci termicznej oraz jednoczesnie nalezy do grupy biatek wysoce nieuporzagdkowanych
[12]. Z drugiej strony spliceosomalne biatko IK jest rowniez w duzej mierze
nieuporzadkowane, ale w naszych badaniach wykazuje dos¢ niska temperature topnienia Tm
~47 °C (Ryec. 3i1). Z tego wzgledu mozemy wnioskowac, ze istnieje bardziej ztozona relacja
miegdzy strukturg nieuporzadkowang a stabilno$cig termiczng biatka niz wezesniej sagdzono.

Nasze wyniki pochodzace z korelacji danych strukturalnych biatek oraz termolabilno$ci
biatek wykazaty, ze stabilno$¢ bialka jest w duzej czesci, wewnetrzng wlasciwoscig bialek
zakodowanych w ich pierwotnej sekwencji. Naturalng konsekwencja dalszej analizy
termolabilnos$ci biatek byto sprawdzenie czy wlasciwos¢ ta jest zachowana ewolucyjnie mi¢dzy
roznymi gatunkami, a takze czy jest ona ksztalttowana w toku ewolucji. Hipoteze ta
przetestowalismy, poréwnujac wzgledne stabilnosci bialek u wszystkich 13 gatunkow,
obliczajac korelacje migdzy AUC ortologicznych biatek. Hierarchiczna klasteryzacja
wspotczynnikoéw korelacji przyblizyta znang relacj¢ filogenetyczng migdzy analizowanymi
gatunkami, z dwoma szerokimi klasterami dla bakterii/archeonéw i eukariotow. Podgromada
eukariotyczna w wigkszos$ci podazata za drzewem gatunkow eukariotéw od drozdzy do ssakow,
przy czym najwyzsza korelacje¢ wykazano migdzy myszami i ludzmi, czego mozna bylo
oczekiwac¢ na podstawie stosunkowo niewielkiej odleglosci ewolucyjnej migdzy tymi dwoma
gatunkami. Odkrycia te sugeruja, ze stabilno$¢ bialka jest przynajmniej czgsciowo zachowang
wlasciwoscig, ale stale zmniejsza si¢ w miar¢ rozchodzenia si¢ sekwencji 1 naciskow
srodowiskowych, ktore je ksztattuja.

WYKAZANIE, ZE SEKWENCJA AMINOKWASOWA MA KLUCZOWE
ZNACZENIE W TERMICZNEJ STABILNOSCI BIALEK | Znaczacym osiagnigciem
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badan przeprowadzonych w eksperymentalnej czesci Meltome Atlas bylo wykazanie, ze
sekwencja 1 struktura aminokwasoéw sg waznymi czynnikami determinujgcymi stabilno$¢
termiczng biatek. Badania innych grup badawczych sugerowaty rowniez, Ze otoczenie
srodowiska, w szczeg6lnosci innych bialek i1 czasteczek w komoérkach maja znaczacy wptyw
na termolabilnos¢ biatek [13].

a Cells versus lysate b Lysate versus mixed lysates Cells versus expression experiment
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Ryc 4. a) Porownanie temperatur topnienia bialek z E. coli i T. thermophilus uzyskanych przez ogrzewanie
nienaruszonych komorek lub ich lizatow w oddzielnych eksperymentach, b) Porownanie temperatur topnienia
bialek z E. coli i T. thermophilus uzyskanych przez ogrzewanie ich lizatow w oddzielnych eksperymentach oraz po
zmieszaniu obu lizatow przed ich ogrzaniem, ¢) Porownanie temperatur topnienia bialek z E. colii T. thermophilus
uzyskanych przez ogrzewanie nienaruszonych komorek oraz bialek T. thermophilus wyekspresjonowanych w E.
coli a nastepnie podgrzanych. Mediana temperatury topnienia dla kazdego gatunku i eksperymentu jest oznaczona
liniami przerywanymi i kolorowymi kétkami, a korelacja temperatur topnienia w obrebie gatunku jest podana za
pomocq wspotczynnikow korelacji Spearmana.

Poréwnanie profili termicznego topnienia biatek w catych komorkach w porownaniu z
lizatami (Ryc. 4a), uzywajac mezofilnego szczepu E. coli (OGT 37 °C) oraz termofilnego
szczepu 1. thermophilus (OGT 70 °C) nie wykazata duzych roznic. Mediana wartosci Tm
biatek z obu gatunkow rozni si¢ o ponad 30 °C. Niemniej jednak réznica w Tm pokazujgca
roznice miedzy komodrkami a lizatami jest niewielka (~1-2 °C). Przyczynami tych rdznic moze
by¢ jedynie utrata bton podczas lizy, rozerwanie kompleksoOw biatkowych, obecnosé¢
osmoprotektantow i rozcienczenie biatek, kofaktorow lub innych substancji wystepujacych w
calych komorkach w duzo wigkszych stezeniach.

Wykazalismy rowniez, ze sama obecnos¢ biatek z jednego gatunku nie ma istotnego
wplywu na zachowanie si¢ biatek z drugiego gatunku podczas topnienia. Pokazalismy, ze
przygotowane oddzielnie lizaty z obu gatunkoéw 1 wymieszane w réwnych ilosciach przed
podgrzaniem (Ryc. 4b) nie wplywaja na zwigkszenie/zmniejszenie temperatury
indywidualnych bialek z obu gatunkéw. Mediana wartosci Tm dla obu gatunkéw byta niemal
identyczna jak ta uzyskana w eksperymentach z oddzielnymi lizatami. Dodatkowo wyniki z
lizatu byly znacznie $cislej skorelowane niz eksperyment komorka vs. lizat, co wskazuje, ze
kontekst komorkowy ma wptyw na stabilno$¢ biatka i moze zmienia¢ stabilno$¢ biatek o 1-2
°C.
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Najistotniejszym osiagnieciem wynikajacym 2z przeprowadzenia kolejnego
eksperymentu bylo wykazanie kluczowego znaczenia sekwencji aminokwasowej bialka w
jego stabilnosci termicznej. Po ekspresji kilkuset bialek 7. thermophilus w komorkach E. coli
1 podgrzaniu zaobserwowaliSmy, ze warto$ci Tm biatek z obu gatunkéw byty w duzej mierze
niezmienione (Ryc. 4¢). Co wazne biatka 7. thermophilus zachowaly swoja ogromna stabilnos¢
termiczng pomimo tego, ze zostaly wyekspresjonowane w organizmie mezofilnym E.coli.
Lacznie pokazuje to, ze sekwencja jest jednym z dominujgcych czynnikow determinujacych
absolutng stabilno$¢ termiczng bialka, ale ze srodowisko komorkowe réwniez ma znaczenie.

WYKAZANIE PODWYZSZONEJ STABILNOSCI TERMICZNEJ BIALEK
WYSTEPUJACYCH W PLYNACH USTROJOWYCH CZLOWIEKA | Poréwnujac
rownolegle eksperymenty TPP na ludzkich komérkach i lizatach, wykazano, ze biatka moga
wykazywac¢ roéznice w zalezno$ci od lokalizacji komérkowej [14]. Dysponujac rozleglym
zakresem danych w Meltome Atlas poszerzyliSmy te analizy. Analiza og6élnej termostabilno$ci
biatlek z wykorzystaniem podziatu na biatka denaturujace w niskich, $rednich i wysokich
temperaturach oraz dodatkowo biatka nie ulegajace denaturacji wykazata przewazajacy odsetek
biatek nie ulegajacych denaturacji w ptynach ustrojowych cztowieka (Ryc. 5a). Wyniki TPP
dla biatek wewnatrzkomorkowych zidentyfikowanych w ptynach ustrojowych cztowieka
wykazaty, ze stezenie biatka rowniez odgrywa duzg role¢ w utrzymaniu ich stabilnos$ci
termiczne;j.

Z tego wzgledu porownalismy zdolno$¢ do denaturacji biatek wystgpujacych w ptynach
ustrojowych czlowieka oraz tych samych bialek wystepujacych w komoérkach. W przypadku
25 przyktadowych biatek widaé, ze sg one ogoélnie bardziej rozpuszczalne w ptynach
ustrojowych niz w komérkach podczas ogrzewania (Ryc. 5b). Wydaje sie, ze biatka obecna w
ptynach ustrojowych nie sg w stanie agregowac, poniewaz ich indywidualne stezenia sg bardzo
niskie. Nie mogga rowniez wspotagregowac z innymi biatkami pomimo wysokiego ogdlnego
stezenia bialka w ptynach ustrojowych, poniewaz te ostatnie zazwyczaj nie wytracaja si¢
podczas obrobki cieplnej. Kolejng mozliwoscig jest obecno$¢ emulgatoréw hamujacych
agregacje, takich jak lecytyny, w mleku ludzkim [15].

Znalezlismy wiele przyktadow biatek koagregujacych, ktore sa czgscig kompleksow
biatkowych [16]. Po porownaniu zachowania TPP kompleksu Arp2/3 u danio prggowanego i u
cztowieka, wydaje si¢, ze kompleksy biatkowe s3 konserwatywne pod wzgledem tego, jak
Scisle sa ztozone, nawet jesli ich bezwzgledne wartosci Tm sg zasadniczo rézne. Dodatkowo,
dokonaliSmy systematycznej analizy Homo sapiens, Mus musculus, D. rerio, bazy danych
EcoCyec, E. coli, drozdzy 1 D. melanogaster [17, 18, 19, 20], co potwierdzito, ze ko-denaturacja
podjednostek komplekséw biatkowych jest czesto konserwatywna nawet u odlegltych
gatunkow. Jak zaobserwowali Tan 1 in. dla komorek ludzkich [16] 1 Mateus 1 in. w przypadku
E. coli [14]. Podejscie to pozwolito na zbadanie wigkszej liczby kompleksow w przypadku
eksperymentéw przeprowadzonych na nienaruszonych komoérkach jakie przeprowadzono w
badaniach nad Meltome Atlas niz na lizatach, jakimi dysponowali inni badacze.
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Ryc. 5. Odpornosé termiczna bialek wystepujgcych w plynach ustrojowych. a) Dystrybucja charakterystyk
topnienia biatek w roznych probkach biologicznych pochodzqcych z Meltome Atlas z ich klasyfikacjq na biatka o
niskiej, Sredniej, wysokiej temperaturze topnienia oraz biatka nie ulegajgce denaturacji, b) Analiza stabilnosci
termicznej 25 wewngtrzkomorkowych bialek ludzkich (wyrazonej jako AUC) wykrytych w osoczu nasienia, krwi,
mleku kobiecym, slinie, komorkach HEK293 i pierwotnych hepatocytach, (Zaadaptowano z Jarzab et all, Nature
Meth, 2020).

WYKAZANIE, ZE BIALKA WCHODZACE W SKEAD MITOCHONDRIALNEGO
EANCUCHA ODDECHOWEGO SA STABILNE TERMICZNIE ORAZ
FUNKCJONUJA W TEMPERATURACH PRZEKRACZAJACYCH 46 °C | Badania
literaturowe sugerowaty, ze mitochondria w komorkach ludzkich sg fizjologicznie
utrzymywane w temperaturze zblizonej do 50 °C, a niektore rezydujace enzymy, zwlaszcza w
kompleksach II, HI i IV, maja maksymalng aktywno$§¢ w zakresie 46-50 °C [21].
Przeprowadzona przez nas globalna analiza przez wszystkie dostgpne linie komorkowe ludzkie
wykazata, ze biatka tancucha oddechowego sa szczegdlnie termostabilne w poroéwnaniu do
innych biatek mitochondrialnych, innych biatek blonowych i ogolnie wobec calej puli biatek
wchodzacych w sktad proteomow ludzkich (Ryc. 6a). Obserwacje te prowadza do logicznych
konkluzji, poniewaz znaczna ilo§¢ energii jest rozpraszana w miejscu oddychania w
mitochondriach w wyniku wycieku 1 przemieszczania si¢ protondow, co wskazuje rowniez na
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znaczng generacje ciepta w tych obszarach. Aby zapobiega¢ uszkodzeniom termicznym calego
proteomu mitochondrialnego i komoérkowego, biatka tancucha oddechowego wystawione na
dzialanie ciepta musza by¢ wystarczajaco stabilne, aby zachowa¢ swoja funkcjonalnosc.
Wyniki analiz proteomicznych kontynuowane w warunkach eksperymentalnych, dzigki
pomiarowi tempa oddychania komorek nienaruszonych i permeabilizowanych na modelu
ludzkiej embrionalnej linii nerki 293 (HEK293) w r6znych temperaturach wykazaty, ze tempo
oddychania nienaruszonych komorek, oparte na funkcjonalnych enzymach glikolitycznych,
gwattownie spada w temperaturach powyzej 42 °C. Natomiast permeabilizowane komorki,
ktore byty zewnetrznie zaopatrywane w substraty dla tancucha oddechowego, miaty zblizone
do normalnego tempo oddychania w temperaturach ~46 °C, co potwierdza hipotezg, ze biatka
tancucha oddechowego mogly ewolucyjnie przystosowa¢ si¢ do wyzszych lokalnych
temperatur poprzez zwigkszenie swojej stabilno$ci termiczne;.
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Ryc. 6. Stabilnosé cieplna bialek tanicucha oddechowego mitochondriow. Rozklad temperatur topnienia bialek
mitochondrialnych, blony plazmatycznej i {lancucha oddechowego w porownaniu z innymi bialkami
(Zaadaptowano z Jarzab et all, Nature Meth, 2020).

Wyniki analiz, jakie przedstawiliSmy w Meltome Atlas sg tylko czes$cig ogromnej ilosci
informacji, ktore ciagle ukryte sa w opublikowanej przez nas bazie danych. Ze wzgledu na to,
ze baza ta jest dostgpna publicznie jest ona czgsto eksplorowana przez innych badaczy, ktorzy
wykorzystuja nasze wyniki, a tym samym stanowi istotny wktad nie tylko w nasze badania
wlasne, ale jednoczes$nie stuzy calej spotecznosci, ktora prowadzi badania dotyczace termicznej
labilnos$ci biatek. Moje aktualne badania prowadzone w ramach realizacji grantu NCN Sonata
Bis 13 zmierzajg w kierunku rozszerzenia bazy Maltome Atlas o kilkanascie meltomow
bakteryjnych.

WKLEAD W BADANIA NAD OPRACOWANIEM SZCZEPIONKI CHRONIACEJ
PRZED CZERWONKA BAKTERYJNA ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM
WEASCIWOSCI STRUKTURALNYCH OPRACOWANYCH ANTYGENOW | Poza
obszernymi badaniami nad funkcjonalnos$cig bialek zwigzang z ich termolabilno$cia oraz
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strukturg 1 funkcjg biatek kontynuowatam réwniez badania zwigzane z wplywem roznych
konformacji strukturalnych biatek bakteryjnych. W szczeg6lno$ci zajgtam si¢ wptywem biatka
OmpC oraz jego epitopu peptydowego w roznych konformacjach (epitopu
liniowego/konformacyjnego) na wzbudzanie ochronnej odpowiedzi immunologicznej
skierowanej przeciwko pateczkom Shigella.

WYKAZANIE WPLYWU KONFORMACIJI EPITOPU CYKLICZNEGO 1
LINIOWEGO NA ANTYGENOWOSC ORAZ IMMUNOGENNOSC | W swoich
badaniach po doktoracie skupitam si¢ nad optymalizacjg epitopu biatka OmpC, jak réwniez
rozwiktaniem zagadnien zwigzanych z ogdlng immunogennos$cig biatka OmpC. Ze wzgledu na
to, ze poziom wzbudzanej odpowiedzi immunologicznej wzgledem liniowego epitopu okazat
si¢ niewystarczajacy do uzyskania ochronnej odpowiedzi immunologicznej zdecydowalismy
si¢ na syntez¢ koniugatoéw, opartych o epitopy cykliczne. W badaniach tych zsyntetyzowano
kilka réznych peptydow zawierajacych epitop peptydowy o réznej dlugosci, ktory
konformacyjnie byl zamknigty — miat imitowa¢ naturalne tworzenie si¢ petli wystepujacej na
powierzchni biatka OmpC wystajacej na zewnatrz komorki bakteryjnej. Badania te zostaly
opisane w publikacji: Jarzab A, Witkowska D, Ziomek E, Setner B, Czajkowska A, Dorot
M, Szewczuk Z, Gamian A: Cyclic OmpC peptidic epitope conjugated to tetanus toxoid as a
potential vaccine candidate against shigellosis. Vaccine. 2018 Jul 25:36(31):4641-4649
(Publikacja 3: H3) oraz dostarczaja informacji na temat wptywu rdéznych konformacji
epitopow biatkowych na odpowiedZ immunologiczng, a tym samym stanowig cenny wktad w

projektowanie peptydow majacych stanowi¢ antygeny szczepionkowe. Dodatkowo wyniki
opublikowane w publikacji 3 zostaly opatentowane. W patencie: Jargab A, Witkowska

D, Ziomek E, Gamian A: ,, Immunogenic conjugate and its use in the prophylaxis and treatment
of infections caused by Enterobacteriaceae’. Patent miedzynarodowy: W0O2016/012951A1,
28.01.2016 oraz patent polski: PL235826B1, 02.11.2020 (Patent 1: HS5) zastrzezono
sekwencje oraz wykorzystanie koniugatow opartych o stworzone przez nas koniugaty z
peptydami cyklicznymi.

W Publikacji 3 uzyto peptydu zawierajacego sekwencj¢ epitopu biatka OmpC
GLNRYDERYIGK, ktéry poddano cyklizacji. Testowano 3 roézne koniugaty z peptydami
roznigcymi si¢ wielkoscig petli, dzigki zastosowaniu jej przedtuzenia resztami glicyny (Gly).
Cyklizacji poddano naturalng sekwencje peptydu (cyclic-GLNRYDERYIGK), oraz
odpowiednio petle powigkszong o 1 (cyclic-GGLNRYDERYIGK) i 2 reszty Gly (cyclic -
GGGLNRYDERYIGK). W badaniach testowano rowniez natywny liniowy peptyd
GLNRYDERYIGC. Wszystkie peptydy byty koniugowane do biatka nosnikowego TT
(Tetanus toxoid) za pomoca technik opartych o tzw. metode click chemistry. Wyniki
skuteczno$ci koniugacji monitorowano technikami analitycznymi SDS-PAGE oraz z
wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI-TOF-MS (Ryc. 7a). Koniugacja peptydow z
wigkszym no$nikiem miata na celu podniesienie immunogennosci peptydow (same czasteczki
peptydow sa haptenami oraz sg zbyt mate, aby mogly wzbudza¢ odpowiedz zwigzang z
przeciwcialami) oraz polepszenia ich stabilno$ci w surowicy.
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Pokazalismy, ze peptyd pre-inkubowany w surowicy mysiej byt bardzo szybko
trawiony, co zobrazowaly badania z wykorzystaniem HPLC (ang. High Performance Liquid
Chromatography). Pokazaly one tempo zanikania calego peptydu oraz jego rozktadu do
mniejszych fragmentow. Peptydy cykliczne wykazywaly okres pottrwania ~1h, natomiast
peptyd liniowy byt rozktadany w przeciagu kilku minut od jego zawieszenia w surowicy mysie;j.
Wykazano polepszenie stabilno$ci w surowicy peptydéw o strukturze cyklicznej w stosunku do
peptydow liniowych. Nastepnie przetestowano wilasciwosci immunogenne koniugatow: trzy
koniugaty oparte o peptydy cykliczne oraz 1 zawierajacy liniowy epitop uzyto w badaniach na
myszach. Wykazano, ze najbardziej reaktywne serum uzyskano po immunizacji koniugatem
zawierajacym liniowy peptyd (GLNRYDERYIGC-TT). Trzy inne surowice rowniez wykazaly
najwyzszg aktywnos¢ w stosunku do liniowego peptydu GLNRYDERYIGC. Najmniej
reaktywne bylo serum uzyskane po immunizacji koniugatem z cyklicznym peptydem
GGGLNRYDERYIGC-TT, co sugeruje, ze rozszerzona p¢tla w cyklicznym peptydzie mogla
znieksztalci¢ konformacje epitopu oraz doprowadzi¢ do wutraty jego wlasciwosci
immunogennych. W badaniach pokazali$my, ze najbardziej reaktywne byty surowice uzyskane
od myszy immunizowanych koniugatem peptydu cyklicznego-TT z 2 resztami glicyny jako
tacznikiem (cyclic-GGLNRYDERYIGC-TT). W tym przypadku surowica uzyskana dla
peptydu cyklicznego: cyclic-GGLNRYDERYIG wykazata wyzszg aktywnos$¢ niz surowica
wytworzona dla koniugatu peptydu liniowego-TT. Te wyniki sugerowaty, ze peptydy cykliczne
moga indukowac produkcje przeciwciat lepiej rozpoznajacych konformacje natywnego epitopu
zaréwno na biatku OmpC, jak i na powierzchni komorki bakteryjnej (Ryc. 7b).

a b

Ll

A, 406 mm

Ryc. 7. Koniugat oparty o epitop peptydowy oraz biatko nosnikowe TT. a) Analiza koniugatu pozwalajgca na
okreslenie stopnia obsadzenia biatka nosnikowego (kolor czarny), peptydami stanowigcymi sekwencje epitopu
(kolor czerwony). b) Reaktywnosé peptydu liniowego GLNRYDERYIGC-TT(l), OmpC i komorek Shigella flexneri
3a z surowicami myszy uzyskanymi po immunizacji GLNRYDERYIGC-TT(c), GGLNRYDERYIGC-TT(c),
GGGLNRYDERYIGC-TT(c) i GLNRYDERYIGC-TT(I) (Zaadaptowano z Jarzab et all, Vaccine, 2018).

Z drugiej strony przeciwciata uzyskane po immunizacji cyklicznym koniugatem cyclic-
GGLNRYDERYIGC-TT byly skuteczniejsze w rozpoznawaniu biatkka OmpC i komorek
Shigella flexnerii 3a niz przeciwciata uzyskane po immunizacji liniowym GLNRYDERYIGC-
TT. Co wigcej, badania z wykorzystaniem SPR (ang. Surface Plasmon Resonance) pokazaly,
ze przeciwciala monoklonalne  wytworzone przeciwko liniowemu  peptydowi
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GLNRYDERYIGC-TT wykazaty 20-krotnie nizszg stalg dysocjacji (KD) niz naturalnie
wystepujace przeciwciata poliklonalne z surowicy pgpowinowe;.

Przyjmuje si¢, ze w rozwoju szczepionek najlepszym sposobem identyfikacji antygenu
ochronnego komoérek B jest wytworzenie przeciwciala monoklonalnego przeciwko takiemu
epitopowi 1 wykazanie, ze przeciwciata monoklonalne majg wtasciwosci neutralizujgce i/lub
ochronne [22]. Aby oceni¢ potencjat ochronny przeciwciat monoklonalnych, przeprowadzono
eksperymenty dotyczace biernej ochrony i poréwnano wyniki z efektem surowicy myszy anty-
OmpC. Wyniki pokazaty niestety, ze przeciwcialo monoklonalne ma bardzo niski potencjat
ochronny, podczas gdy surowica myszy anty-OmpC (powstata po immunizacji myszy calym
biatkiem) byta znacznie lepsza w ochronie zakazonych zwierzat. Ponadto, najlepsza ochrone
uzyskano u myszy immunizowanych OmpC [23]. Wyniki te potwierdzaja opublikowane dane
dotyczace efektu ochronnego OmpC [24, 25] 1 potwierdzajg nasze ustalenia, ze przeciwciata
monoklonalne o niskim powinowactwie, specyficzne dla liniowego koniugatu w aktualnej
formie GLNRYDERYIGC-TT, nie nadajg si¢ do ochrony zakazonych myszy.

Ogolnie, w pracy wskazano zasadno$¢ zastosowania cyklicznych peptydéw jako
odpowiednich kandydatow na szczepionke, poniewaz moga one wywota¢ produkcje
przeciwcial o wyzszym powinowactwie. Niepowodzenie przeciwciala monoklonalnego w
ochronie myszy przed zywym szczepem Shigella flexnerii 3a wynika prawdopodobnie ze stabej
opsonizacji patogenu. Stabe wigzanie 1 prawdopodobnie niezdolno$¢ do tworzenia wigkszych
agregatow doprowadzity do nieskutecznosci w ochronie przeciwciala monoklonalnego.
Syntetyczny cykliczny peptyd zapewnia réwniez lepsza stabilno$¢ szczepionki, poniewaz
konstrukcja bedzie mniej podatna na trawienie proteazami obecnymi Ww surowicy.
Immunogennos¢ cyklicznych peptyddw moze zosta¢ poprawiona przez zastosowanie lepszego
no$nika szczepionki i/lub adiuwantu. Poniewaz cykliczny epitop wydaje si¢ by¢ dobrym
antygenem, generujacym swoistag odpowiedz immunologiczng przeciwko antygenowi btony
zewngtrznej Shigella, aktualnie prowadzimy dalsze badania nad poprawg immunogennos$ci
peptydu stanowigcego sekwencje epitopu. Badania nad optymalizacja epitopu OmpC jako
antygenu szczepionkowego sg prowadzone w ramach realizacji grantu NCBR w programie
Lider XIII.

WYKAZANIE WEASCIWOSCI IMMUNOGENNYCH REKOMBINOWANEGO
BIALKA OMPC | Ze wzgledu na niska ochrong uzyskang w wyniku immunizacji myszy
koniugatami zawierajacymi petle epitopu biatka OmpC zdecydowali$my si¢ na powrdt do
immunizacji catym biatkiem. Wyniki tych badan opisano w publikacji: Jarzgb A, Dgbrowska
A, Naporowski P, Krasna K, Szmyt A, Swiat M, Pawlik K, Witkowska D, Ziomek E, Gamian
A: Outer membrane protein C is a protective and unique vaccine antigen against Shigella
flexneri 3a. Sci Rep, 2024, 14, 25398 (Publikacja 4: H4). Tym razem biatko OmpC nie bylo

oczyszczane z natywnych komorek S. flexneri 3a, ale uzyskane metodami inzynierii
genetycznej oraz nadekspresjonowane w systemie E. coli. Celem tych badan byto zbadanie czy
na immunogennos¢ biatka natywnego mogly mie¢ wplyw minimalne zanieczyszczenie
lipopolisacharydami lub kwasami nukleinowymi pochodzacymi z S. flexneri. Przede wszystkim
jednak chceieliSmy zobaczy¢ czy techniki inzynierii genetycznej umozliwig nam nadprodukcje
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duzej ilosci biatka OmpC we wilasciwej formie oraz z zachowaniem struktury umozliwiajacej
wykorzystanie go jako antygenu do szczepionki.

Przeprowadzilismy wnikliwg analiz¢ immunoenzymatyczng oraz strukturalng biatka
rekombinowanego. W badaniach wykazali$my, ze uzyskali§my biatko rekombinowane o
sekwencji kompatybilnej z masg biatka natywnego, co potwierdzita analiza MALDI-TOF-MS.
Ponadto biatko wykazywato dobre wiasciwosci antygenowe. Reaktywno$¢ biatka
rekombinowanego ekspresjonowanego w E.coli byta porownywalna z reaktywnos$cig biatka
natywnego, izolowanego z blony S. flexneri 3a. ROwniez eksperymenty na zwierzetach
wykazaty, ze myszy immunizowane biatkiem rekombinowanym wykazuja wzrost poziomu
przeciwcial klasy IgG oraz IgM podobnie jak zwierzeta po immunizacji biatkiem natywnym.
Co wiecej, w obu przypadkach myszy immunizowane biatkiem natywnym lub
rekombinowanym sg chronione przed dawka $miertelng S. flexneri 3a (Ryc. 8).

Ryc. 8. Analiza rekombinowanego
biatka OmpC a) model bialka

E: OmpC b) molarnosé eliptyczna
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teoretycznych (Zaadaptowano z
Jarzab et all, Sci. Rep. 2024).
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Co ciekawe analiza strukturalna biatka rekombinowanego z wykorzystaniem
dichroizmu kotowego (ang. Circular dichroism, CD) wykazata, ze nie przyjmuje ono idealne;j
struktury biatka natywnego oraz charakteryzuje ja wigksza zawarto$¢ struktur
nieuporzagdkowanych. Dodatkowo analiza z wykorzystaniem dynamicznego rozpraszania
$wiatla (ang. Dynamic Light Scattering, DLS) wykazata, Ze biatko to wykazuje duza sktonnos¢
do agregacji, co moze do pewnego stopnia by¢ zaletg antygenu, gdyz duze czasteczki sg lepiej
eksponowane uktadowi immunologicznemu oraz mniej podatne na proteolize. Niemniej
jednak, agregacja biatka uzyskanego metodami inzynierii genetycznej byta problematyczna, ze
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wzgledu na to, ze duze agregaty zaczynaly wypadac z roztworu, co prowadzito do bardzo mate;j
wydajnosci w uzyskiwaniu rozpuszczalnego biatka rekombinowanego, jakie mozna
przeznaczy¢ do immunizacji.

UZYSKANIE KONIUGATU EPITOPU ORAZ BIALKA NOSNIKOWEGO O
BARDZO DOBRYM STOPNIU OBSADZENIA ORAZ WLASCIWOSCIACH
ANTYGENOWYCH | Aktualnie badania nad opracowaniem szczepionki chronigcej
przeciwko czerwonce bakteryjnej sa kontynuowane w ramach projekty Lider XIII (NCBR).
Czes¢ wynikow zostala zastrzezona Zgloszeniem patentowym 1:H6 (Krasna K, Jarzgh A:
»Koniugat zawierajqgcy antygenny peptvd i jego zastosowanie do zapobiegania zakazeniom
bakteryinym wywolanym przez bakterie Shigella”, nr WIPO ST 10/C PL451249 z dn.
20.02.2025).

W  zgloszeniu patentowym opisano wyniki w ktéorych wykazano wlasciwos$ci
antygenowe, immunogenne oraz brak wilasciwosci cytotoksycznych koniugatu. Dzigki
optymalizacji metody koniugacji opartej o biatko nos$nikowe oraz peptyd wyposazony w
dodatkowy linker glicynowy uzyskano koniugat o bardzo dobrym obsadzeniu biatka
nosnikowego peptydami stanowigcymi sekwencje epitopu (~29 czasteczek peptydu/czasteczke
nosnika, Ryc. 9a, b). Dodatkowo wykazano wtasciwosci antygenowe w oddzialywaniach z
przeciwcialami ludzkiej krwi pgpowinowej (ryc. 9c¢) oraz wykazano, ze koniugat jest
bezpieczny oraz nie wykazuje wtasciwosci cytotoksycznych do bardzo wysokich stezen 10 uM

(ryc 9d).
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Fig. 9. Koniugat stanowiqcy prototyp szczepionki oparty o biatko nosnikowe-peptyd liniowy. a) Widmo MALDI-
TOF-MS pozwalajqce na okreslenie masy biatka nosnikowego, biatka po bromoacetylacji oraz koniugatu biatko-
peptyd. Koniugat peptyd-biatko: GLNRYDERYIGGGGGGC-HSA (MWavg = 123162.847 Da), biatko nosnikowe
po bromoacetylacji (MWavg = 71714.226 Da) oraz bialko nosnikowe przed bromoacetylacjq (HSA, MWavg =
66620.325 Da) b) Potwierdzenie obecnosci oraz czystosci koniugatu biatko nosnikowe HSA skoniugowanego z
29czgsteczek peptydow: GLNRYDERYIGGGGGGC-HSA w zelu poliakrylamidowym SDS-PAGE. c)
Immunoreaktywnosé biatka OmpC — naturalnego antygenu z S. flexneri (kontrola pozytywna), oraz z koniugatem
GLNRYDERYIGGGGGGC-HSA z 29czgsteczkami peptydow. Kontrola negatywna, biatko HSA nie wykazato
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reaktywnosci z przeciwciatami ludzkiej krwi pepowinowej uzytej w testach. d) Wyniki testu cytotoksycznosci.
Wptyw koniugatu GLNRYDERYIGGGGGGC-HSA, biatka OmpC, biatka nosnikowego HSA oraz wolnego peptydu
GLNRYDERYIGGGGGGC na zywotnos¢ komorek K562 w warunkach in vitro (Zaadoptowano z Zgl. Pat 1.
Krasna K, Jarzab A.: PL451249 z dn. 20.02.2025)

Aktualnie prowadzimy dalsze badania nad koniugatem szczepionki przeciwko
czerwonce bakteryjnej. WykazaliSmy bardzo dobre wlasciwosci ochronne koniugatu w
modelach zwierzecych na myszach. Ponadto, pracujemy takze nad wyznaczenie mechanizmu
dziatania prototypu szczepionki na ludzkie komorki, gtownie w kontekscie jego wiasciwosci
immunomodulatorowych. Wyniki opisane w przyktadach do zgloszenia patentowego oraz
wyniki z immunizacji myszy sugeruja, ze kluczowe znaczenie w podniesieniu immunogennosci
koniugatu zawierajacego liniowy epitop peptydowy mialo zastosowanie linkera oddalajacego
peptyd od struktury biatka no$nikowego, co moglo skutkowaé jego lepsza dostepnoscia
podczas rozpoznania przez przeciwciata.

Konsekwencja osiggnie¢ wchodzacych w skiad cyklu habilitacyjnego sa uzyskane przeze
mnie w latach 2022-2024 granty naukowe (1 zrealizowany oraz 3 bedace w toku realizacji).
Pozyskane zewng¢trzne finansowanie pozwolito mi na zatoZenie wlasnego zespotu badawczego:
Grupy Proteomiki i Analizy Immunoenzymatycznej,

e https://hirszfeld.pl/struktura/laboratoria/laboratorium-mikrobiologii-lekarskiej/anna-

jarzab-phd-assistant-professor-group-leader/,

ktéry razem ze mna realizuje 4 projekty w ramach $rodkéow krajowych oraz
mi¢dzynarodowych, w ktorych jestem kierownikiem:

Miniatura 7 | grant zrealizowany | 09.2023-09.2024: Grant Narodowego Centrum Nauki
(NCN) | 2023/07/X/NZ5/00532; 50 000 PLN, funkcja: kierownik) | ,,Antitumor effect of
hyperthermia and its potential association with infectious fever”

Badania przeprowadzone w ramach realizacji grantu Miniatura 7 (NCN) pozwolity na
okreslenie wptywu temperatury na zywotnosci ludzkich linii komorkowych w badaniach na
modelu nowotworu nerki: linie HEK293 oraz A498. W wyniku przeprowadzonych wykazano
istotng statystycznie roznice w przezywalnosci komorek nowotworowych (4498) w stosunku do
ich zdrowych odpowiednikow (HEK293). Jest to odpowiednio temperatura ok 48 °C w
przypadku krotszego traktowania oraz 46 °C w przypadku przediuzonego traktowania cieptem.
Dane literaturowe pokazujq, ze jest to temperatura w jakiej niejednokrotnie wykazano zdolnos¢
do pracy mitochondriow — w szczegolnosci tancucha oddechowego, co wykazalismy rownie w
toku naszych badan wtasnych nad Meltome Atlas. Roznice te stanowiq przestanki do podjecia
dalszych badan w kierunku okresleniem mechanizmu odpowiedzialnego za szybszq smierc
komorek nowotworowych w podwyzszonych temperaturach oraz sugerujg, ze warto w sposob
rozszerzony przyjrzec sie funkcjonowaniu mitochondriow. Aktualnie pracuje nad wnioskiem
grantowym umozliwiajgcym podjecie dalszych badan nad tq tematykq.
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Sonata Bis 13 | w trakcie realizacji | 1.10.2024-1.10.2029: Grant Narodowego Centrum
Nauki | 2023/50/E/NZ2/00420; 4 740 400 PLN, funkcja: kierownik | “Bacterial Meltome
Atlas and its use in the assessment of bacterial sensitivity to temperature in the context of
infectious fever”

Finansowanie w ramach realizacji tego grantu pozwolilo mi na rozbudowe mojego zespotu
badawczego, jak rowniez kontynuacje badan z wykorzystaniem termicznego profilowania
proteomow. W ramach realizacji projektu planujemy stworzy¢ proteomiczng baze danych
zawierajgcq meltomy bakteryjne oraz wykorzystac¢ je do analizy wphywu temperatury na
denaturacje biatek bakteryjnych. W szczegolnosci zbadamy wplyw temperatur w przedziale 37-
43 °C, czyli zakres gorqczki infekcyjnej. Systematyczne badania na wigkszej liczbie szczepow
bakteryjnych pozwolg nam okresli¢ jaki jest faktyczny wphw ciepta emitowanego podczas
gorqczki infekcyjnej na denaturacje biatek bakteryjnych, a tym samym ich przezywalnos¢ w
warunkach szoku cieplnego.

Lider XIII | w koncowej fazie realizacji | 03.2023-03-2026: Grant Narodowego Centrum
Badan i Rozwoju (NCBR) | LIDER13/0093/2022; 1 500 000 PLN, funkcja: kierownik |
,Development of an innovative peptide vaccine protecting against bacterial dysentery”

Projekt ten pozwolit na optymalizacje koniugatu: biatko-linker-peptyd, ktory wykazywat bardzo
dobry stopien obsadzenia czgsteczki biatka peptydami (~30 czgsteczek peptydu/biatko
nosnikowe), bardzo dobrq reaktogennos¢ z przeciwciatami, nie wykazywal wiasciwosci
toksycznych in vitro ani in vivo na modelu mysim. Ponadto wykazano bardzo dobre wltasciwosci
ochronne przygotowanego koniugatu (prototypu szczepionki) na modelu mysim. Aktualnie
prowadzimy badania nad mechanizmem dzialania szczepionki z wykorzystaniem proteomiki.

# Efektem realizacji tego projektu jest Publikacja 4 wchodzaca w sktad cyklu habilitacyjnego
oraz zgloszenie patentowe (Karina Krasna, Anna Jarzab: ,,Koniugat zawierajgcy antygenny
peptyd i jego zastosowanie do zapobiegania zakazeniom bakteryjnym wywolanym przez
bakterie Shigella”: nr. WIPO ST 10/C PL451249 z dn. 20.02.2025).

Alexander von Humboldt Research Group Linkage Program | w trakcie realizacji |
1.07.2024- 30.06.2027: Grant z Fundacji Alexandra von Humboldta | 55 000 EUR, funkcja:
PI | Grant umozliwiajacy fiansowanie wspotpracy miedzynarodowej pomigdzy: Prof. dr
Bernhardem Kuster (Chair of Proteomics and Bioanalytics, Technical University of Munich),
dr Christing Ludwig (Bavarian Center for Mass Spectrometry, BayBio MS) oraz dr Anng Jarzab
(Instytut Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej im. Hirszfelda PAN we Wroctawiu)

Projekt ten umozliwia finansowanie badan opartych na trojstronnej wspolpracy z partnerami
zagranicznymi na TU Munich. Dzigki pozyskanym Srodkom mozliwe bedq krotkoterminowe
wyjazdy doktorantow oraz post-dokow umozliwiajgce ich rozwoj w laboratoriach
proteomicznych oraz metabolicznych u naszego partnera zagranicznego na TU Munich.
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PODSUMOWANIE GEOWNYCH OSIAGNIEC NAUKOWYCH:

1. Wkiad w rozbudowg bazy danych biatkowych o globalnym zasi¢gu ProteomicsDB, ktora
pozwala na szeroki dostgp do danych obrazujacych topnienie proteomoéw cztowieka. Baza
danych meltomoéw dotyczacych biatek ludzkich zawiera ~13 000 biatek pochodzacych z 14
r6znych linii komorkowych, komoérek pierwotnych, tkanek oraz ptynéw organizmu (krew,
mleko, $lina, plazma nasienia, ptyn mézgowo-rdzeniowy).

2. Stworzenie bazy danych proteomicznych Meltome Atlas opisujacej topnienie bialek z 13
roznych organizmow modelowych: 6 organizméw prokariotycznych (5 szczepow
bakteryjnych: E. coli, B. subtilis, O. antarctica, T. thermophilus, G. stearothermophilus
oraz 1 archeon P. torridus), 7 organizméw eukariotycznych (S. cerevisiae, C. elegans, D.
melanogaster, D. rerio, A. thaliana, M. musculus, H. sapiens). Atlas zawiera
charakterystyke topnienia ~48 000 réznych biatek z organizméw znajdujacych si¢ na
r6znych poziomach drzewa filogenetycznego w zakresie temperatur 30-90 °C. Baza danych
jest publicznie dostepna i moga z niej korzysta¢ uzytkownicy z catego $wiata.

Dodatkowo, wnikliwa analiza danych zdeponowanych w bazie Meltome Atlas dostarczyta
bardzo cennych wynikoéw:

2.1. Wykazanie wptywu czynnikéw determinujgcych stabilno$¢ termiczng bialek m.in.
wielko$¢, zawarto$¢ struktur Il-rzedowych, uporzadkowanie struktury, obecnos¢
niektorych aminokwas6éw na ich denaturacj¢ cieplng.

2.2. Wykazanie, ze najwigkszy wptyw na termostabilno$¢ bialek ma struktura I-rzedowa
biatek zakodowana w sekwencji aminokwasowej. Dodatkowo wykazano, Ze znaczenie
ma rowniez otoczenie komorkowe.

2.3. Wykazanie, ze biatka obecne w ludzkich ptynach ustrojowych wykazuja wigksza
stabilno$¢ termiczng niz te same biatka wystepujace w komoérkach organizmu.

2.4. Wykazanie, ze stabilno$¢ termiczna biatek wchodzacych w skiad kompleksow
biatkowych jest uzalezniona od stabilnosci partnera, z ktorym tworza kompleks.

2.5. Wykazanie, ze biatka obecne w lancuchu oddechowym wykazuja duzo wicksza
stabilno§¢ termiczna (~46°C) oraz aktywno$¢ w tych temperaturach niz biatka
znajdujace si¢ w innych czesciach komorki.

3. Uzyskanie koniugatow (prototypdéw szczepionki) opartych o biatko nosnikowe (TT) oraz
peptyd zawierajacy sekwencje epitopu biatka OmpC w 3 formach cykliczneego peptydu
symulujacego petle epitopu oraz okreslenie ich wlasciwosci biochemicznych,
immunogennych i ochronnych w odniesieniu do ich konformacji.
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3.1. Wykazanie ze peptydy cykliczne maja zwigckszong stabilno$¢ w surowicy w
poréwnaniu do peptydow liniowych a takze dobre wiasciwosci antygenowe w
oddziatywaniach z przeciwciatami.

3.2. Wykazanie, ze dodanie 1 dodatkowej reszty Gly polepsza wlasciwosci immunogenne
peptydu GGLNRYDERYIG, natomiast dodanie 2 reszt Gly, a tym samym zwigkszenie
objetosci petli prowadzi do spadku jego wiasciwosci immunogennych. Obserwacja ta
podkresla znaczenie sekwencji epitopu, ktora determinuje jego strukture przestrzenna,
a ta z kolei wptywa na jego wtasciwo$ci immunomodulatorowe.

4. Uzyskanie rekombinowanego biatka OmpC, ktore zostalo szeroko scharakteryzowane pod
wzgledem jego struktury I-, II-, III-, IV-rzedowej oraz wykazanie jego witasciwosci
antygenowych (techniki immunoenzymatyczne) i immunogennych (badania in vivo na
modelu mysim), w szczegdlnosci wykazaniem jego wlasciwosci ochronnych przed dawka
smiertelng Shigella flexneri 3a.

5. Uzyskanie ochrony na prototypy szczepionki koniugatowej zastrzezone w zgloszeniach
patentowych/patentach.
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OPIS DODATKOWYCH OSIAGNIEC NAUKOWYCH

Moj dorobek naukowy wraz z jednotematycznym cyklem publikacji obejmuje wspdtautorstwo
w 22 artykutach (18 oryginalnych i1 4 przegladowych): 21 pracach opublikowanych w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (jako pierwszy autor — 7 prac,
autor korespondencyjny — 1 praca), wspotautorstwo w 1 pracy spoza bazy JCR, 28
komunikatach zjazdowych w tym w 13 wystapieniach wygtoszonych na mi¢dzynarodowych i
krajowych konferencjach. Ponadto jestem wspottworcg 3 krajowych patentdw oraz 2 patentéw
o zasiggu mi¢dzynarodowym. Sumaryczny wspotczynnik wptywu (IF, ang. impact factor)
wszystkich prac wynosi 106,396, a suma punktow MNiSW: 1406. Do dnia 21.03.2025 r.,
wedtug bazy Web Of Science (WOS, all database, Anna Jarzab), prace byly cytowane 613 razy
(w tym 602 bez autocytowan), indeks Hirscha wynosi 13.

Dodatkowe osiagnig¢cia naukowe podzielono tematycznie. Opisano wktad habilitantki w rozwoj
poszczegolnych zagadnien oraz jej rolg¢ w zakresie przygotowania poszczego6lnych publikacji.

TEMATYKA PRACY DOKTORSKIEJ | BIALKA BLONOWE JAKO ANTYGENY DO
KONSTRUKCIJI SZCZEPIONEK | Wkiad w badania nad opracowaniem szczepionki
chroniacej przed rozwojem czerwonki bakteryjnej oraz stworzenie platformy do
projektowania szczepionek peptydowych

Poza osiaggnigciami dotyczacymi szczepionek antybakteryjnych opisanymi w cyklu
habilitacyjnym opublikowanym po obronie pracy doktorskiej, cyklem publikacji
poprzedzajacym te osiggnigcia byty artykuly, ktore powstaly w ramach realizacji mojej pracy
doktorskiej. Efektem moich badan nad strukturg i funkcjg bialek blonowych z Shigella flexneri
3a, byl m¢j wktad w opracowanie prototypu szczepionki chronigcej przeciwko czerwonce
bakteryjnej (shigellozie). W ramach mojego doktoratu powstaty 2 publikacje oryginalne, 2
publikacje przegladowe oraz 1 paten mi¢dzynarodowy opisane ponize;j.

Cykl prac powstatych w ramach realizacji pracy doktorskiej porusza temat zakazen
pokarmowych powodowanych przez pateczki jelitowe z rodziny Enterobacteriaceae,
opisanych w Publikacji 5 (Jarzab A, Gorska-Frgczek S, Rybka J, Witkowska D:
Enterobacteriaceae infection — diagnosis, antibiotic resistance and prevention. Post. Hig. Med.

Dosw., 2011; 65, 55-72;, a takze tematyke zwigzang ze szczepionkami podjednostkowymi
opisang w Publikacji 6 (Jarzab A, Skowicki M, Witkowska D: Subunits vaccines — antigens,
carriers, conjugation methods and the role of adjuvants. Post. Hig. Med. Dosw. 2013, 67: 1128-
1143). Sa to dwie prace przegladowe, ktore stanowig wktad merytoryczny w tematyke zakazen
pokarmowych, ich diagnostyke i leczenie, a takze profilaktyke zwigzang ze szczepieniami
ochronnymi. Dodatkowo, Publikacja 7: Jarzab A, Witkowska D, Szostko B, Hirnle L, Gamian
A: Potential carrier or antigen for conjugate vaccine: OMP-38 from Sh. flexneri 3a — isolation
and purification strategies. Sepsis, 2011; 1(4):39-45 przedstawia wyniki, jakie uzyskatam
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podczas opracowania wydajnej metody uzyskiwania natywnego biatka btonowego OmpC z
btony zewnetrznej pateczek Shigella flexneri 3a. Bialko to stanowito pierwotny antygen
szczepionkowy, ktory uzyty do immunizacji myszy wykazywal wlasciwosci ochronne. Ze
wzgledu na to, iz proces oczyszczania biatek btonowych jest niezwykle praco- i czasochtonny,
zdecydowatam si¢ na identyfikacje¢ krotkich epitopéw obecnych na powierzchni biatka OmpC
oraz uzycia ich do konstrukcji peptydowej szczepionki podjednostkowej. Wyniki tych prac
zostaty opublikowane w Publikacji 8: Jarzab A, Witkowska D, Ziomek E, Dgbrowska A,
Szewczuk Z, Gamian A: Shigella flexneri 3a outer membrane protein C epitope recognized by
human umbilical cord sera and associated with protective activity. PloS One, 2013; 8(8):

e70539. Badania nad epitopami biatka OmpC umozliwily identyfikacj¢ jednej petli, ktora
szczegolnie silnie oddziatywata z przeciwciatami ludzkiej krwi pgpowinowej. Sekwencja tego
epitopu oraz mozliwych sekwencji alternatywnych oddziatujacych z przeciwcialami zostata
opatentowana, jako antygen szczepionkowy (Patent 2: Jargab A, Witkowska D, Ziomek E,
Gamian A: ,, Epitope and its use”. Patent miedzynarodowy: WO2014/073998A41, 15.05.2014;
patent polski: PL220297B1, 30.10.2015 oraz patent USA: US9890194B2, 13.02.2018).
Ponadto, znaczacym osiggni¢gciem wynikajacym z tych badan byto stworzenie uniwersalnej
platformy do projektowania szczepionek peptydowych. Opracowana przeze mnie procedura
opiera si¢ na potgczeniu wielu technik oraz metod badawczych: poczynajac od
bioinformatycznego wytypowania petli epitopowych, poprzez eksperymentalng walidacje z
zastosowaniem chemicznej syntezy peptydow na pinach polietylenowych oraz wykazania ich
reaktywnosci z przeciwciatami. Procedura ta jest uzupetiona szeregiem metod analitycznych,
umozliwiajacych analize strukturalna antygendw peptydowych i biatkowych. Platforma ta jest
aktualnie wykorzystywana przez innych pracownikow mojej jednostki. Znalazta ona
zastosowanie m.in. w projekcie przy konstrukcji szczepionki chronigcej przed COVIDI9.

Zastosowanie peptydow w szczepionkach podjednostkowych pozwala na postugiwanie
si¢ wysoce swoistymi antygenami o znanej sekwencji. Ponadto czgsteczki te sg duzo bardziej
bezpiecznymi antygenami w konstrukcji szczepionek niz szczepionki oparte o cate, zabite lub
atenuowane szczepy, czy tez cale antygeny komodrek bakteryjnych, ktore czgsto sg
zanieczyszczone innymi czasteczkami pochodzenia bakteryjnego, np. lipopolisacharydami.
Szczepionki peptydowe sa réwniez dobrze zdefiniowane oraz tatwe i tanie w produkcji.
Badania te byly kontynuowane po obronie pracy doktorskiej (wyniki opisane w cyklu
habilitacyjnym) oraz sa prowadzone w chwili obecnej w ramach projektu Lider XIII (NCBR),
ktérego jestem kierownikiem.

TEMATYKA 1 | PROTEOMIKA W BADANIACH NAD NOWOTWORAMI | Wklad w
poznanie mechanizmow opornosci komorek nowotworowych na leki onkologiczne

Podczas realizacji stazu zagranicznego na Technical University of Munich
pracowatam nad identyfikacja mechanizmow nabytej opornosci komoérek nowotworowych na
leki stosowane w klinice. Jednym z najistotniejszych osiggnie¢ tych badan byta praca na liniach
pierwotnych oraz opornych na dziatanie przeciwciala cetuximab. W ramach wspotpracy z
Lucienem Torlot (LMU, Munich) z wykorzystaniem modelu raka jelita grubego
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przeprowadzitam badania proteomiczne, catkowitg analiz¢ danych oraz wykazatam, ze jednym
z mechanizméw opornosci na terapeutyczne przeciwcialo cetuximab rozpoznajace oraz
blokujace szlak przekazywania sygnatow zalezny od EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) jest nadekspresja biatka EPHA2 (Ephrin type A receptor 2). Tym samym —
zastosowanie inhibitorow dla EPHA2 stwarza realne szanse na wprowadzenie drugiej linii
obrony wobec pierwotnych komorek traktowanych przeciwcialami cetuximab, na ktore
nowotwor przestat odpowiadaé (Publikacja 9: Torlot L, Jarzab A, Albert J, Pok-Udvari A,
Stahler A, Holch JW, Gerlinger M, Heinemann V, Klauschen F, Kirchner T, Kumbrink J, Kiister
B, Jung A: Proteomics uncover EPHA2 as a potential novel therapeutic target in colorectal

cancer cell lines with acquired cetuximab resistance. J Cancer Res Clin Oncol. 2023
Feb;149(2):669-682). Co istotne, mechanizm zidentyfikowany podczas przeprowadzonych
przeze mnie badan proteomicznych zostat potwierdzony w badaniach przeprowadzonych przez

innych wspotautordéw.

Uczestniczylam rowniez w pracach dr Martina Frejno (University of Oxford) nad
szerokg charakterystyka proteoméw 65 linii komoérkowych raka jelita grubego z
wykorzystaniem proteomiki opartej na spektrometrii mas, ktéora umozliwila charakterystyke
kazdego proteomu do glebokosci ~ 10 000 biatek. Wartosciowa czescig tego projektu byta
korelacja wynikéw uzyskanych dla ludzkich linii komérkowych z proteomami 90 pacjentdéw z
diagnozg raka jelita grubego. Uzupelnienie wynikéw proteomicznych o dane
transkryptomiczne pozwolito na identyfikacje zintegrowanych podtypéw CRC (ang. colorectal
cancer), a modelowanie odpowiedzi linii komérkowych na 577 lekow przeciwnowotworowych
umozliwilo przewidywanie wrazliwosci na leki dla ludzkich linii komoérkowych oraz
pacjentow. Wiekszo§¢ molekularnych terapii przeciwnowotworowych dziata na cele biatkowe,
ale dane o statusie proteomu pacjentow i modelach komdrkowych dla proteomowych badan
przedklinicznych dotyczacych wrazliwos$ci na leki nie sa w dalszym ciggu dostatecznie zebrane
1 opisane. Z tego wzgledu badania te stanowig cenny wktad w kontekscie planowania terapii
celowanych w leczeniu raka jelita grubego. Aby ulatwi¢ projektowanie innowacyjnych
prospektywnych badan klinicznych, dane proteomiczne i farmakologiczne uzyskane w ramach
realizacji tego projektu zostaty udostepnione jako baza danych dostepna publicznie
(Publikacja 10: Frejno M, Zenezini Chiozzi R, Wilhelm M, Koch H, Zheng R, Klaeger S,
Ruprecht B, Meng C, Kramer K, Jarzab A, Heinzlmeir S, Johnstone E, Domingo E, Kerr D,
Jesinghaus M, Slotta-Huspenina J, Weichert W, Knapp S, Feller SM, Kuster B.
Pharmacoproteomic characterisation of human colon and rectal cancer. Mol Syst Biol. 2017
Nov 3;13(11):951). Mo6j bezposredni wkiad w obszerne badania Dr Frejno polegatl na
opracowaniu kilku linii nowotworowych w zakresie ich proteomow oraz kinomow
(proteomow, w ktorych swoiscie przeanalizowano kinazy biatkowe z wykorzystaniem
technologii Kinobeads).

Innym kierunkiem moich badan zwigzanych z tematyka nowotworowsa byt udziat w
projekcie, w ktorym przeprowadziliSmy badania metaproteomiczne w korelacji z badaniami
metagenomicznymi na probkach klinicznych pochodzacych od pacjentow z ostrg biataczka
(212 probek katu od 56 hospitalizowanych pacjentow), u ktérych stwierdzono kolonizacje jelit
szczepami Enterobacteriaceae wykazujacymi wielolekooporno$¢. Badania wykonaliSmy w
ramach projektu Infect ERA (projekt opisano w szczegdtach ponizej), ktory realizowato kilka
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europejskich jednostek pracujacych na pograniczu mikrobiologii, onkologii, genomiki oraz
proteomiki. Bylo to jedno z najwigkszych przeprowadzonych dotychczas klinicznych badan
metaproteomicznych i pierwsze badanie metaproteomiczne dotyczace mikrobiomu jelit u
pacjentéw z ostrg biataczka, skolonizowanych przez MRE. Na podstawie tego obszernego
zestawu danych omowiliSmy gldwne ograniczenia w klinicznej analizie danych
metaproteomicznych. Co wazne, wyniki pokazaty, ze publiczne bazy danych metagenomow sg
niekompletne 1 rozproszone, a metagenomy specyficzne dla probek pochodzacych od
konkretnych pacjentow poprawiajg oraz utatwiajg analiz¢ wynikow. Ponadto, nasze badania
pokazaly, ze zmienno$¢ biologiczna pomiedzy poszczegdlnymi pacjentami oraz ich stadiami
zwigzanymi z leczeniem (W szczegdlnosci u pacjentdéw po antybiotykoterapii) jest ogromna i
stanowi wyzwanie dla badan klinicznych. Pomimo wielu probleméw zwigzanych z analiza
danych metaproteomicznych, mikrobiom ma silny wplyw na zdrowie i choroby cztowieka,
dlatego tez jest on coraz czgsciej badany w kontek$cie klinicznym. Réwniez dlatego
metaproteomika przycigga znaczng uwage, a dane dotyczace indywidualnych pacjentow mozna
dzi$§ wydajnie generowac dzigki udoskonaleniom proteomiki opartej na spektrometrii mas
(Publikacja 11: Rechenberger J, Samaras P, Jarzab A, Behr J, Frejno M, Djukovic A, Sanz J,
Gonzdlez-Barberd EM, Salavert M, Lopez-Hontangas JL, Xavier KB, Debrauwer L, Rolain JM,
Sanz M, Garcia-Garcera M, Wilhelm M, Ubeda C, Kuster B: Challenges in Clinical
Metaproteomics Highlighted by the Analysis of Acute Leukemia Patients with Gut Colonization
by Multidrug-Resistant Enterobacteriaceae. Proteomes. 2019 Jan 8;7(1)). W badaniach tych
bytam odpowiedzialna za opracowanie workflow proteomicznego, umozliwiajacego pomiar
mikrobiomu jelitowego pacjentow oraz opieke nad doktorantka, ktora wykonata wigkszo$¢
analiz. Dodatkowo bylam odpowiedzialna za zarzadzanie projektem po stronie partnera
niemieckiego oraz jego reprezentacje podczas spotkan projektowych z partnerami
zagranicznymi.

TEMATYKA 2 | BADANIA PROTEOMICZNE W BADANIACH NAD GLIKOZYLACJA
BIALEK | Wkiad w badania nad poszukiwaniem markeréw nieplodnos$ci meskiej

Wspotpraca z dr Beata Olejnik, dr Anng Kaluza oraz Prof. Miroslawa Ferens-
Sieczkowska z Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu umozliwita mi udzial w bardzo
ciekawym projekcie dotyczacym wplywu sposobu glikozylacji biatek nasienia na ptodno$¢ u
mezezyzn. Moj wklad w identyfikacje glikandw obecnych na powierzchni biatek nasienia z
wykorzystaniem spektrometrii mas (MALDI-TOF MS, ang. matrix-assisted laser
derorption/ionization — time of flight — mass spectrometry) pozwolil na wyznaczenie markeréw
mogacych by¢ predyktorami nieptodnosci meskiej. W ramach realizacji tego projektu
zoptymalizowatam wtlasng metod¢ pomiaru, identyfikacji oraz analizy N-glikanéw z
wykorzystaniem MALDI-TOF-MS. Wyniki tych badan majg bardzo duze znaczenie spoteczne,
a rosngca liczba par, ktéore majg problemy z poczgciem. Szczegdtowe zrozumienie
mechanizmow molekularnych towarzyszacych zaptodnieniu pozostaje kolejnym wyzwaniem.
Rozpoznawanie glikanow i bialek moze mie¢ kluczowe znaczenie w diagnostyce nieptodnosci.
Obecnie sugeruje sie, ze wzor glikozylacji w obrebie uktadu rozrodczego ma wplyw na
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zapewnienie zenskiej tolerancji immunologicznej na przyjecie plemnikow, a tym samym
rozwijajacy si¢ zarodek.

Wsrod nieptodnych 0s6b uzyskano probki normozoospermiczne, oligozoospermiczne,
astenozoospermiczne 1 oligoastenozoospermiczne. We wszystkich analizowanych probkach
zidentyfikowano osiemdziesigt sze$¢ oligosacharydow. Rdznice w zawarto$ci unikalnych
glikanéw: wysokomannozowych i hybrydowych, pozbawionych koncowego kwasu sialowego
i wysoce fukozylowanych stwierdzono, gdy probki pochodzace od nieptodnych oséb o réznych
wzorcach nasienia pordwnano z kontrola zdrowych, plodnych me¢zczyzn. Zawartos¢ silnie
rozgalezionych glikanow byla 3-krotnie podwyzszona u nieptodnych me¢zczyzn z
normozoospermia, podczas gdy ekspresja wysoce fukozylowanych oligosacharydow byta
zwigkszona W probkach astenozoospermicznych, oligozoospermicznych 1
oligoastenozoospermicznych. Sialilacja oligosacharydéw byta zmniejszona w probkach
oligozoospermicznych, oligoastenozoospermicznych, a zwlaszcza astenozoospermicznych, ale
wzrosta u nieptodnych os6b z normozoospermia. Zmieniona glikozylacja obserwowana w
osoczu nasienia moze odzwierciedla¢ podobne zmiany w glikoproteinach powierzchniowych
plemnikow 1 moze zaburza¢ interakcje plemnikéw z zenskim uktadem odporno$ciowym. W
pracy zasugerowaliSmy, ze przynajmniej niektére przypadki niewyjasnionej meskiej
nieptodnosci mogg by¢ zwigzane z uposledzong glikozylacja (Publikacja 12: Kafuza A, Jarzab
A, Gamian A, Kratz EM, Zimmer M, Ferens-Sieczkowska M: Preliminary MALDI-TOF-MS
analysis of seminal plasma N-glycome of infertile men. Carbohydr Res. 2016 Nov 29;435:19-
25).

W ramach tych badan przeanalizowali§my réwniez unikalny wzér glikozylacji biatek
osocza nasiennego, identyfikujac oligosacharydy o wysokiej zawartosci mannozy i hybrydowe,
za pomoca ich reaktywnosci z lektyng Galanthus nivalis specyficzng dla mannozy. Nieptodne
osoby z normozoospermiag wykazywaly zmniejszone ilosci reaktywnych wobec lektyny
glikoepitopdow w poréwnaniu z pltodnymi dawcami 1 nieplodnymi pacjentami z
nieprawidlowymi parametrami nasienia. Glikoproteiny zawierajagce odstonigta mannoze
wyizolowano w chromatografii powinowactwa, a 17 glikoprotein zidentyfikowano w
chromatografii cieczowej z tandemowa spektrometria masowa z jonizacja elektrorozpytowa.
N-glikom wyizolowanych glikoprotein zbadano w spektrometrii masowej z desorpcja laserowg
wspomagang matryca (MALDI-TOF-MS). Jedenascie z 27 zidentyfikowanych
oligosacharydow wyrazato koncowe reszty mannozy, odpowiedzialne za wigzanie lektyny. W
badaniach tych zasugerowaliSmy, Ze obnizona zawarto$¢ glikandw o wysokiej zawarto$ci
mannozy i hybrydowych u nieptodnych pacjentéw z normozoospermig moze by¢ zwiazana z
uposledzong ochrong plemnikéw przed przedwczesng kapacytacja i powinna by¢ brana pod
uwage w poszukiwaniu nowych markeréw nieptodnos$ci (Publikacja 13: Olejnik B, Jarzab A,

Kratz EM, Zimmer M, Gamian A, Ferens-Sieczkowska M: Terminal mannose residues in
seminal plasma glycoproteins of infertile men. Int. J Mol. Sci.; 2015 Jul 2;16(7):14933-50).

TEMATYKA 3 | BADANIA PROTEOMICZNE W IDENTYFIKACIJI BIALEK | Wklad w
badania nad identyfikacja bialek oraz szczepow bakteryjnych w kontekscie ich znaczenia
biologicznego
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Opracowanie oraz optymalizacja kilku technik analitycznych w zakresie przygotowania
probek do pomiaréw spektrometrycznych podczas mojej pracy w IITD PAN we Wroclawiu
oraz wykorzystania MALDI-TOF-MS przyczynito si¢ do powstania kilku warto$ciowych prac,
ktére powstaly we wspotpracy z innymi jednostkami badawczymi.

Publikacja 14: Grzymajlo K, Ugorski M, Suchanski J, Kedzierska AE, Kolenda R,
Jarzab A, Biernatowska A, Schierack P: The Novel Type [ Fimbriae FimH Receptor
Calreticulin Plays a Role in Salmonella Host Specificity. Front Cell Infect Microbiol. 2017 Jul
19;7:326 powstata w wyniku mojej wspotpracy naukowej z dr Krzysztofem Grzymajlo z
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu. W badaniach tych bytam odpowiedzialna za
identyfikacje receptora obecnego na powierzchni komorek jelitowych §wini odpowiedzialnego
za wigzanie adhezyny FimH z Salmonella Choleraesuis. Podczas tych analiz wykorzystatam
techniki MALDI-TOF-MS do identyfikacji biatek rozdzielonych podczas elektroforezy 2D, co
umozliwilo wytypowanie kalretikuliny $winskiej jako potencjalnego receptora. Badania

przeprowadzone przez pozostalych autorow potwierdzity znaczenie kalretikuliny w
oddziatywaniach z adhezyng bakteryjng. Ponadto, badania innych wspotautoréw sugeruja, ze
niewielkie réznice w strukturze FimH s3a najprawdopodobniej zwigzane z roéznicami w
specyficznosciach adhezji i moga okreslac tropizm réznigcych si¢ pomiedzy sobg serowarow
Salmonella do r6znych gatunkow 1 tkanek gospodarza. Nasze badania wykazaty zaleznos$¢
wigzania si¢ adhezyny FimH Salmonella Choleraesuis do kalretikuliny $winskiej, co moze mie¢
duze znaczenie podczas zakazenia tg bakterig.

W badaniach jakie powstaly w ramach mojej wspotpracy z dr Aleksandra Bawiec z
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu (Publikacja 15: Bawiec A, Paweska K, Jarzab
A: Changes in the microbial composition of municipal wastewater treated in biological
processes. Journal of Ecological Engineering (2016) 17(3):41-46) wykorzystatam technike
spektrometryczng MALDI Biotyper do identyfikacji mikroorganizmow obecnych na réznych
etapach oczyszczania $ciekow. Technika ta polega na identyfikacji mikroorganizméw na
podstawie profilu biatek izolowanych ze szczepow bakteryjnych (,,molekularny odcisk palca™)
z duza dokfadno$cig oraz szybkos$cia wykonywanych pomiaréw, a takze identyfikacja z

wykorzystaniem baz danych przewyzszajaca znaczaco  biochemiczng  analize
mikroorganizméw. Zastosowanie tej techniki mialo ogromne znaczenie przy analizie
jakosciowe] poszczegdlnych populacji bakterii w $ciekach, ktére zmieniajg si¢ w trakcie
procesu ich oczyszczania w oczyszczalniach $ciekow. Na zawarto$¢ mikroorganizmow w
oczyszczonych $ciekach znaczaco wplywa rodzaj technologii stosowanej do ich oczyszczania.
W artykule przedstawiono wyniki sktadu gatunkowego bakterii obecnych w $ciekach na
réznych etapach oczyszczania dla dwoch roznych technologii. Analizy sktadu
mikrobiologicznego wykazaty, ze w obiektach sktadajacych si¢ ze zbiornika wstgpnego i
biofiltra jest duzo mniej wydajna niz technika oparta o oczyszczanie $ciekOw z zastosowaniem
laguny hydroponiczne;.
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TEMATYKA 4 | BADANIA WEASCIWOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH
KOMPLEKSOW OPARTYCH O JONY MIEDZI | Wklad w badania nad poszukiwaniem
czasteczek biologicznie czynnych

Udzial w badaniach nad wiasciwo$ciami przeciwdrobnoustrojowymi kompleksow
miedzi (I1) to cykl prac oraz patentdw jaki powstat w ramach mojej wspotpracy naukowej z dr
hab. Agnieszka Wojciechowska (Wydzial Chemiczny, Politechnika Wroclawska). M¢j
wklad w powstanie cyklu tych prac polegal na przeprowadzeniu badan majacych na celu
okreslenie wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych badanych zwigzkéw miedzi wobec
szczepOw bakterii Gram-dodatnich (S. aureus, B. subtilis, S. mutans, E. hirae), bakterii Gram-
ujemnych (P. aeruginosa, E. coli, S. enterica Typhimurium, S. flexneri) oraz grzybow (C.
albicans, S. cerevisiae). Wyniki opisano w Publikacjach 16-18.

Wyniki badan opisanych w Publikacji 16 (Wojciechowska A, Gagor A, Zierkiewicz W,

Jarzab A, Dylong A, Zierkiewicz W: Metal-organic framework in L-argininato coper(ll) ions
polymer — structure, spectroscopic properties, theoretical studies and microbiological activity.
RSC Adv., 2015, 5, 36295-36306), dotycza zwiazku {[Cu(L-Arg)2(u-4,4"-bpy)]Cl2:3H20} ,
ktorego struktura zostata dodatkowo zgloszona do opatentowania (Zgloszenie Patentowe 2:
Wojciechowska A, Wojtkiewicz, Gggor A, Jarzgb A, Pozniak B; numer zgloszenia: PL407772,
02.04.2014;  Krystaliczna __ forma __kompleksu _ trihydrat _ chlorku  [di(2-amino-5-
guanidynopentano)(4,4'- dipirydylo) miedzi (II)] i sposob jej wytwarzania).

W Publikacji 17 (Wojciechowska A, Bregier Jarzebowska R, Komarnicka UK, Koziet
S, Szuster Ciesielska A, Sztandera Tymoczek M, Jarzgb A, Staszak Z, Witkowska D, Bojarska
Junak A, Julia Jezierska. Isothiocyanate l-argininato copper(ll) complexes - Solution structure,
DNA interaction, anticancer _and _antimicrobial activity Chem Biol Interact. 2021 Oct
1;348:109636) przedstawiono badania dotyczace wlasciwosci kompleksow izotiocyjanianu I-
argininato miedzi(Il), tj. zwigzkéw [Cu(L—Arg)2(NCS)](NCS)-H>O oraz [Cu(L—Arg)(NCS):].
Zwiazki te zostaly rowniez opatentowane. (Patent 3: Wojciechowska A, Wojtkiewicz, Jarzgb
A, Janczak J, Witkowska D; patent polski: PL227111, opubl. 31.10.2017, zgtoszenie nr: 408655
z 31.08.2015; Krystalicza forma kompleksu (2-amino-5-guanidynopentan)di(tiocyjaniano)
miedzi(ll) i sposob jej wytwarzania).

W Publikacji 18 (Wojciechowska A, Szuster-Ciesielska A, Sztandera M, Bregier-
Jarzebowska R, Jarzgb A, Rojek T, Komarnicka UK, Bojarska-Junak A, Jezierska J: L-
argininato _copper(ll) complexes in solution exert significant selective anticancer and
antimicrobial activities. August 2020 Applied Organometallic Chemistry. 2020 Aug 34(8))
opisano witasciwosci kompleksow miedzi zawierajacych L-Argining, tj. zwigzki [CuCl(L-
Arg)(phen)]CI-2H20 oraz [Cu(L-Arg)2(H20)]C204-6H20. Zwiagzki te réwniez zostaty
zastrzezone rowniez w zgtoszeniu patentowym (Zgloszenie patentowe 3: Wojciechowska A,
Gawor A , Gggor A, Pozniak B, Jarzgh A: P.408663 z 26.06.2014. Krystaliczna forma
kompleksu tri hydrat chlorku [(2-amino-5-guanidynopentano)chloro(2,2 -
dipirydyvlo)miedzi(ll)] i sposob jej wytwarzania)

TEMATYKA 5 | INNE ZAGADNIENIA BIOCHEMICZNE I MIKROBIOLOGICZNE |
Wklad w badania nad receptorem malarii DARC oraz w badania nad infekcyjnos$cia
COVID19

Strona 39z 52



Zatgcznik 3 | Autoreferat | Anna Jarzab

W trakcie swojej pracy naukowej bardzo czesto zajmowatam si¢ zagadnieniami
zwigzanymi z badaniem struktury i funkcji biatek, ktore sa glownymi determinantami ich
wlasciwosci immunomodulujacych. Umiejgtnosci zwigzane z modelowaniem molekularnym
struktur bialkowych nabyte jeszcze podczas doktoratu przyczynily si¢ do nawigzania
wspotpracy z Prof. Marcinem Czerwinskim (IITD PAN we Wroclawiu) oraz powstania
publikacji, w ktorej opisaliSmy wpltyw zmian w epitopie domeny DARC (Duffy Antigen
Receptor for Chemokines) na oddziatywania z przeciwcialem monoklonalnym skierowanym
na ten epitop. DARC jest glikoproteing o siedmiu domenach transbtonowych obecng na
czerwonych krwinkach (RBC) 1 komorkach §rdédbtonka naczyn wlosowatych lub komorkach
Purkinjego oraz odgrywa wazng role w zdrowiu czlowieka, bedac antygenem grupy krwi.
Ponadto, DARC jest jedynym znanym receptorem pasozyta Plasmodium vivax wywolujacego
malari¢ i receptorem chemokin. W pracy zajetam si¢ wyjasnieniem roli Val-25 w epitopie, z
zastosowaniem modelowania in silico peptydu DFEDVWNSSYG i peptydow, ktore w miejscu
Val-25 podstawione byly przez reszty Ile, Leu lub Ala. Wykonane modele zasugerowaly, ze
podstawienie Val-25 przez Leu lub Ala implikuje zmiany w konformacji peptydu i nieznacznie
oddala hydrofobowe aminokwasy od siebie, a tancuch boczny Ile (ktory jest dluzszy niz Val)
moze mie¢ wplyw na tworzenie epitopu. Modelowanie sugerowato, ze Val-25 moze zblizac si¢
do innych hydrofobowych aminokwaséw i kontrolowac¢ strukture polipeptydu. Tak wigc
podstawienie Val-25 innymi resztami aminokwasowymi o innej hydrofobowos$ci moze zmienic¢
te strukture, oddalajac Tyr-30 od epitopu. Badania modelowania wykazaty, ze niezbedne reszty
tworzace epitop (Phe-22, Trp-26 i Tyr-30) sa odstonigte po jednej stronie helisy, podczas gdy
Val-25 znajdujacy si¢ po przeciwnej stronie helisy moze nie uczestniczy¢ w kontaktach z
przeciwciatem. Ile, ktéra ma dtuzszy tancuch boczny niz Val, moze w jaki$§ sposob stanowic
pewng przeszkode przestrzenng dla interakcji epitopu przeciwciala, poniewaz modelowanie
sugeruje, ze nie modyfikuje on w znacznym stopniu struktury epitopu. Podsumowujac,
struktura peptydowa epitopu wydaje si¢ by¢ zwarta, z resztami aromatycznymi tworzgcymi
pojedynczy blok po jednej stronie helisy. W sumie nasze wyniki potwierdzaja, ze minimalny
epitop DARC rozpoznawany przez 2C3 MAD jest liniowy i sktada si¢ z pigciu aminokwasow:
22FEDVW?26, ale istnieje pewna interakcja pomi¢dzy Tyr-30 a przeciwcialem, co dodatkowo
potwierdzili w swoich badaniach inni wspotautorzy za pomocg STD-NMR (Publikacja 19:
Smolarek D, Hattab C, Buczkowska A, Kaczmarek R, Jarzab A, Cochet S, de Brevern AG,
Lukasiewicz J, Jachymek W, Niedziela T, Grodecka M, Wasniowska K, Colin Aronovicz Y,
Bertrand O, Czerwinski M: Studies of a murine monoclonal antibody directed against DARC:
reappraisal of its specificity. PloS One, 2015;10(2):e0116472).

Podczas doktoratu (Publikacja 20) oraz podczas mojej pracy magisterskiej (Publikacja
21) uczestniczylam w przygotowaniu dwodch prac przegladowych. Publikacje te byly
syntetycznym opisem wplywu zjawiska mimikry molekularnej na powstawanie chorob o

charakterze autoimmunologicznym. W pracy skupiono si¢ na zestawieniu informacji opisanych
w literaturze na temat wplywu podobienstwa antygendéw drobnoustrojow do antygenow
wlasnych wystepujacych w organizmie czlowieka. Uwaza si¢, ze taka homologia odpowiada
za produkcje autoprzeciwciat i w konsekwencji atak uktadu odpornosciowego na tkanki i
narzady gospodarza. W tym artykule przedstawiono przyktady choréb autoimmunologicznych,
takich jak cukrzyca typu 1, stwardnienie rozsiane, reaktywne zapalenie stawdw 1 potencjalny
udzial mikroorganizmow w mechanizmie mimikry molekularnej (Publikacja 20: Lis J, Jarzab
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A, Witkowska D: Molecular mimicry in the etiology of autoimmune diseases. Post. Hig. Med.
Dosw., 2012, 66, 505-524).

W pracy przegladowej (Publikacja 21: Gorska S, Jarzab A, Gamian A: Probiotic
bacteria in the human gastrointestinal tract as a factor stimulating the immune system. Post.
Hig. Med. Dosw., 2009; 63, 653-667) opisano rol¢ mikroflory jelitowej cztowieka we
wspomaganiu ochrony organizmu przed patogenami i antygenami obecnymi w ZywnoSci.
Szczegotowo opisano w jaki sposob flora jelitowa naturalnie bytujagca w naszym przewodzie
pokarmowym moze modulowa¢ odpowiedZz immunologiczng. W szczegdlnos$ci opisano
modulujacy wptyw bakterii komensalnych i probiotycznych na odpowiedz wrodzong i swoista,
a takze dysfunkcje przewodu pokarmowego zwigzane ze zmianami mikroflory 1 ich
profilaktyke.

Publikacja 22 (Selkrig J, Stanifer M, Mateus A, Mitosch K, Barrio-Hernandez I, Rettel
M, Kim H, Voogdt CGP, Walch P, Kee C, Kurzawa N, Stein F, Potel C, Jarzab A, Kuster
B, Bartenschlager R, Boulant S, Beltrao P, Tvpas A, Savitski MM: SARS-CoV-2 infection
remodels the host protein thermal stability landscape. Mol Syst Biol. 2021 Feb;17(2):el10188)
jest pracg jaka powstata w trakcie pandemii COVID19 oraz byla odpowiedzig naszego zespotu
na potrzeby spoteczenstwa, ktore w tym czasie stato w obliczu niebezpiecznej dla zdrowia 1
zycia pandemii. Do realizacji badan zostaliSmy zaproszeni przez zespdt prof. Mikhaila
Savitskiego z EMBL w Heidelberg oraz jego zesp6l. W badaniach tych wykorzystalam
znajomos$¢ termicznego profilowania proteomoéw (TPP), opracowanego w trakcie swoich
wczesniejszych projektow. Podczas prac nad publikacjg dostosowano TPP do warunkow
wysokiego bezpieczenstwa biologicznego nadajacych si¢ do pracy z SARS-CoV-2.

Efektem przeprowadzonych badan bylo wykazanie wyraznych zmian czasowych w
termostabilno$ci biatka gospodarza podczas infekcji, ktore zbiegaly si¢ z procesami
komorkowymi, w tym regulacja cyklu komoérkowego, mikrotubul 1 splicingu RNA.
Farmakologiczne hamowanie bialek gospodarza wykazujacych zmieniong stabilno$¢ termiczng
lub czestos¢ ich wystepowania podczas infekcji prowadzito do zahamowania replikacji SARS-
CoV-2.

PODSUMOWANIE NAJWAZNIEJSZYCH
DODATKOWYCH OSIAGNIEC NAUKOWYCH:

1. Efektem cyklu publikacji powstalych w ramach realizacji mojej pracy doktorskich byto
opracowanie skutecznej metody uzyskiwania natywnego biatka (Publikacja 7), a w
szczegbdlnosci identyfikacja sekwencji epitopu biatka OmpC (Publikacja 8, Patent 2),
ktory aktualnie jest przeze mnie walidowany oraz optymalizowany w ramach badan nad
szczepionka chronigcg przed czerwonka bakteryjng. Ponadto badania te przyczynity si¢ do
opracowania uniwersalnej platformy, umozliwiajacej identyfikacje epitopow peptydowych
do konstrukcji szczepionek podjednostkowych wykorzystywanej przez innych badaczy.

2. Wkiad w cykl publikacji dotyczacych badan nad mechanizmami opornosci na leki
stosowane w klinice. Badania przeprowadzitam z zastosowaniem technik proteomicznych
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opartych na spektrometrii mas, ktére s3 idealnymi metodami przesiewowymi
umozliwiajacymi identyfikacj¢ molekularnych markerow oporno$ci oraz markerow
umozliwiajacych predykcje ich powstawania o ogromnym potencjale ich zastosowania w
badaniach klinicznych.

2.1. Wyznaczenie mechanizmu oporno$ci nabytej na przeciwciato terapeutyczne cetuximab
stosowane u pacjentdow z rakiem jelita grubego. Badania przeprowadzone na liniach
komorkowych pozwolilty na wyznaczenie EPHA2, jako potencjalnego celu
molekularnego dla pacjentéw, u ktérych stwierdzono oporno$¢ na cetuximab. W
badaniach tych przeprowadzitam catkowita analiz¢ proteomiczng oraz analize danych
pozwalajaca na wytypowanie EPHA2, jako biatka, ktorego nadekspresja doprowadzita
do powstania oporno$ci (Publikacja 9).

2.2. Wkiad w badania zmierzajace do opracowania bazy danych linii komérkowych oraz
pacjentOw z nowotworami jelita grubego. W badaniach tych dostarczytam wynikow
badan dotyczacych linii komorkowych raka jelita grubego (SW480, SW620). Jednym z
cennych rezultatow obszernej analizy calej bazy byla identyfikacja MERTK jako
predykcyjnego markera opornosci na inhibitory MEK1/2 (Publikacja 10).

2.3.Wktad w badania nad charakterystyka metaproteomiczng dotyczaca mikrobiomu jelit u
pacjentow z ostra bialaczka, skolonizowanych przez MRE (Publikacja 11).

. Wktad w cykl publikacji opisujacych powigzanie wzorca glikozylacji bialek nasienia u
mezczyzn oraz jego wptywem na ptodnos¢. W badaniach tych opracowatam nowe metody
oraz przeprowadzitam analizy spektrometryczne (MALDI-TOF-MS/MS) umozliwiajace
identyfikacje glikanow obecnych na powierzchni bialek nasienia, stwarzajacych realne
szanse na ich wykorzystanie jako markeréw nieptodnosci u mezczyzn (Publikacje 12-13).

. Wktad w cykl publikacji umozliwiajacych wykorzystanie technik proteomicznych opartych
na spektrometrii mas w identyfikacj¢ biatek.

4.1.1dentyfikacja kalretikuliny $winskiej jako receptora dla bakteryjnej adhezyny FimH
obecnej na powierzchni Sa/monella Choleraesuis (Publikacja 14). Wykonatam analizy
spektrometryczne zmierzajace do identyfikacji kalretikuliny, ktora nastepnie zostata
potwierdzona jako receptor w badaniach innych wspétautorow.

4.2. Identyfikacja szczepow bakteryjnych z wykorzystaniem analizy MALDI-Biotyper,
umozliwila ocen¢ skutecznosci roznych technologii oczyszczania $ciekow. Stanowita
moj wktad w prace zespotu pracujacego nad efektywnos$cig oczyszczania §ciekoOw na
r6éznych etapach tego procesu (Publikacja 15).

. Wktad w badanie wiasciwosci anty-mikrobiologicznych zwigzkow miedzi, z doktadnym
wyznaczeniem stezen poszczegdlnych kompleksow  wykazujacych  wilasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe (Publikacje 16-18).
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnos$ci
zagraniczne;j.

AKTYWNOSC NAUKOWA W INNYCH JEDNOSTKACH NAUKOWYCH
REALIZOWANA W RAMACH STAZY ZAGRANICZNYCH

INSPIRACJA DO WYJAZDU ZAGRANICZNEGO | W kregu moich zainteresowan
badawczych, ktore zaczety ksztaltowac si¢ jeszcze w czasie doktoratu lezaty techniki zwigzane
z proteomika opartg na spektrometrii mas. Podczas doktoratu oraz okresu pracy w Instytucie
Immunologii 1 Terapii Dos$wiadczalnej PAN we Wroctawiu opracowatam oraz
zoptymalizowalam wiele metod pomiarowych z wykorzystaniem spektrometru masowego
MALDI-TOF-MS, ktéry w tym czasie byt dostepny w Instytucie. Analizy te dotyczyly glownie:

e pomiaru masy czasteczkowej bialek (zoptymalizowalam metode do pomiaru calych
czasteczek nietrawionych biatek) z wykorzystaniem MALDI-TOF-MS — gléwnie badania
wlasne

e identyfikacji bialek po trypsynolizie, analizie MALDI-TOF-MS/MS oraz identyfikacji z
wykorzystaniem baz danych biatkowych (glownie MASCOT) — wspotpraca z dr K.
Grzymajto (Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu)

e pomiar masy czasteczkowej oraz identyfikacja glikanow (obecnych na powierzchni bialek
po ich uprzedniej izolacji z wykorzystaniem lektyn) — wspotpraca z Prof. M. Ferens-
Sieczkowska i dr B. Olejnik (Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu)

e wykorzystania standardowych technik identyfikacji szczepow bakteryjnych opartych o
,molekularny odcisk palca” z zastosowaniem techniki MALDI-Biotyper — wspoipraca z dr
A. Bawiec (Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu).

Inspiracja do rozpoczgcia stazu w dziedzinie proteomiki opartej na spektrometrii mas byty moje
dotychczasowe zainteresowania technikami spektrometrycznymi, jakie poznatam podczas
studiow doktoranckich. Z tego wzgledu zdecydowatam si¢ na poszukiwanie stazu
podoktorskiego w jednostce pracujacej z technikami proteomicznymi opartymi na
spektrometrii mas. Po obronie pracy doktorskiej wyjechatam na Politechnik¢ w Monachium do
Katedry Proteomiki i1 Bioanalizy (Chair of Proteomics and Bioanalytics, Technical
University of Munich). Wyjazd umozliwit mi dalszy rozwdj oraz prowadzenie badan na
najwyzszej klasy spektrometrach masowych, opartych o technologi¢ Orbitrap. W okresie tym
mialam mozliwos$¢ zdobycia ekspertyzy w wielu dziedzinach proteomiki, w szczegodlnosci:

e technikach monitorowania zmian w ekspresji biatek na przestrzeni calego proteomu
(zastosowanie technologii Orbitrap oraz dodatkowej frakcjonacji prob proteomicznych przy
uzyciu off-line HPLC umozliwia badanie zmian w ekspresji biatek do glebokosci ~ 10 000
biatek w przypadku proteomu ludzkiego)
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e technikach monitorowania zmian w modyfikacjach post-translacyjnych biatek (w
szczegoOlnosci fosforylacji biatek, majacej kluczowe znaczenie w monitorowaniu szlakow
przekazywania sygnalow)

e technikach termicznego profilowania proteoméw (TPP)

e poznania  aktualnych  technik  zmierzajagcych do  monitorowania  danych
metaproteomicznych

e poznania szeregu technik bioinformatycznych oraz analizy duzej ilosci danych
dostarczanych podczas analiz omicznych

TECHNICAL UNIVERSITY OF MUNICH, NIEMCY | Od wrzes$nia 2015 do stycznia 2021
roku (6-letni staz podoktorski) prowadzitam badania naukowe w Katedrze Proteomiki i
Bioanalizy na Politechnice w Monachium. Badania rozpoczetam dzigki pozyskaniu
finansowania w ramach grantu Alexander von Humboldt Fellowship for Postdoctoral
Researchers. Poczatkowo prowadzitam badania nad mechanizmami opornosci lekow
przeciwnowotworowych stosowanych w klinice na modelu raka jelita grubego. Efektem tych
prac byty 2 publikacje (Publikacja 9, Publikacja 10).

Podczas stazu na TUM, w ramach wspotpracy z Prof. Andreasem Jung oraz Lucienem
Torlot z Institute of Pathology, Ludwig-Maximilians-University (LMU), Munich,
Germany powstala Publikacja 9. W ramach realizacji tej pracy przeprowadzitam badania
proteomiczne na liniach komdrkowych przed oraz po pojawieniu si¢ opornosci wzgledem
przeciwciala terapeutycznego (cetuximab), co przyczynilo si¢ do wyjasnienia jednego z
mechanizmow nabytej oporno$ci na cetuximab.

Ponadto, efektem wspodipracy z dr Martinem Frejno z Department of Oncology,
University of Oxford, Oxford, UK byta Publikacja 10. W ramach realizacji tej wspolpracy
przeprowadzilam eksperymenty na liniach modelowych raka jelita grubego. Publikacja dotyczy
systematycznej analizy proteomicznej szerokiego panelu linii CRC oraz wskazuje bialka,
majace znaczenie w powstawaniu opornosci na leki stosowane w leczeniu raka jelita grubego
(wyniki zostaly obszernie opisane przy nurcie tematycznym 1).

Podczas pracy na TUM prowadzitam badania nad termicznym profilowanie proteomoéw
TPP (ang. Thermal Proteome Profiling, TPP) z szerokim zakresem partneréw krajowych oraz
zagranicznych. W ramach realizacji badan nad Meltome Atlas wspotpracowatam aktywnie z
kilkoma jednostkami naukowymi, w szczegdlnosci:

e Prof. Mikhail Savitski oraz Nils Kurzawa z Faculty of Biosciences, EMBL and
Heidelberg University (Heidelberg, Germany) oraz Genome Biology Unit, EMBL
(Heidelberg, Germany)

e dr Hannes Hahn oraz dr Thomas Hopf z OmicScouts GmbH, Freising, Germany

e dr Simone Lemeer oraz Niels Leijten z Biomolecular Mass Spectrometry and
Proteomics, Bijvoet Center for Biomolecular Research and Utrecht Institute for
Pharmaceutical Sciences, Utrecht University, the Netherlands

Dodatkowo uczestniczytam w badaniach, jakie przeprowadzilismy w trakcie pandemii
SARS-Cov2, w ktorych wykorzystatam znajomos$¢ protokolu TPP oraz CETSA-ITDR
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(technika dwuwymiarowa pozwalajaca na identyfikacj¢ bialek bedacych celami
terapeutycznymi dla lekéw) do badania wptywu potencjalnych lekéw przeciwwirusowych, jak
réwniez zbadania mechanizméw, jakie zachodza u czlowieka podczas infekcji COVID19
(Publikacja 22). W ramach tych badan wspolpracowatam gtéwnie z Prof. Mikhailem
Savitskim oraz dr Andre Mateus z Genome Biology Unit, EMBL (Heidelberg, Germany).

W trakcie stazu podoktorskiego uczestniczytam w realizacji duzego grantu europejskiego
w ramach Programu InfectEra (7 Program Ramowy, 2013-2016), FloraStopMRE 3th Call
(2015) —,,Role of the microbiota in the defense against multidrug-resistant Enterobacteriaceae
by proteomic approaches”, gdzie miatam okazj¢ koordynowac realizacje projektu po stronie
partnera niemieckiego (kierownik zadania Prof. dr Bernhard Kuster, Technische Universitiit
Miinchen) oraz reprezentowa¢ nasz zespot podczas spotkan z partnerami zagranicznymi z
Hiszpani (dr Carles Ubeda; FISABIO), Portugalii (dr Karina Xavier; Funda¢ao Calouste
Gulbenkian) i1 Francji (Prof. Jean Marc Rolain - Faculté de Médecine et de Pharmacie oraz
dr Laurent Debrauwer (LD) — INRA). Efektem realizacji tego projektu byta (Publikacja 11)

UNIVERSITY OF CALIFORNIA, BERKELEY, USA | Rownie waznym oraz
warto$ciowym stazem jaki odbytam w okresie od maja do lipca 2013 roku byt wyjazd na
University of California, Berkeley, USA gdzie uczestniczylam w 8-tygodniowym kursie
dotyczacym komercjalizacji wynikéw prac badawczych oraz zarzadzania zespotem
badawczym. Nabyte umieje¢tnosci pozwalajg mi w lepszy sposob zarzadza¢ wlasnymi grantami
oraz projektami, jak rowniez kierowac pracg mojej grupy badawczej. Podczas pobytu na UC
Berkeley skorzystatam rowniez z okazji odbycia stazu badawczego w Laboratorium
Bioinzynierii, gdzie mogltam zapozna¢ si¢ zarowno z merytoryka prowadzonych tam badan,
jak réwniez pozna¢ model pracy laboratorium funkcjonujacego na jednym z najlepszych
uniwersytetow na §wiecie.

6. Informacja o osiggnig¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke.
6.1.0siagnigcia dydaktyczne.

6.1.1. Wyklady dla studentow akademickich

Podstawy Proteomiki | wyktad dla studentéw II roku studiow magisterskich na kierunku
Biologia Uniwersytetu Wroctawskiego w ramach przedmiotu Biomarkery w mikrobiologii 1
medycynie, 26.01.2023

Intensive Proteomics Course | kurs semestralny dla studentéw studiéw magisterskich, TU
Munich, Department of Biosciences, 2017-2020
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6.1.2. Opiekun merytoryczny doktorantow, studentow oraz praktykantow i stazystow:

Opiekun merytoryczny w planowanych przewodach doktorskich:

1.

Mgr inz. Karina Krasna: (planowany doktorat w trybie eksternistycznym, przewdd
doktorski nie zostal jeszcze otwarty): Tytul roboczy: ,,Opracowanie innowacyjnej
szczepionki peptydowej chronigcej przed rozwojem czerwonki bakteryjnej” — badania
prowadzone od 01.03.2023 w ramach projektu Lider XIII, ktorego jestem kierownikiem

Ekspert merytoryczny na obronach doktoratow:

1.

Paulina Zebrowska-Rozanska: Analiza mikrobioty jelitowej u dzieci z zaburzeniami ze
spektrum autyzmu;, Promotor: dr hab. Lukasz taczmanski, prof. PAN Promotor
pomocniczy: dr n. med. Pawet Karpinski, Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki,
Instytut Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu, IITD PAN, 22.11.2023

Theresa de Cicco: The role of the actin-remodeling proteins Cap2 and Cttn in the
development of the neuromuscular synapse, doktorat ukonczony w Lukasiewicz - PORT
Polski Osrodek Rozwoju Technologii oraz Instytucie Bilogii Eksperymantalnej im.
Nenckiego, PAN, Promotor: dr hab. Tomasz J. Proszynski, IITD PAN, 30.10.2023
Mateusz Noszka: Characterisation of CemR regulons of selected pathogenic
Campylobacteria species, Promotor: dr hab. Anna Pawlik, Laboratorium Biologii
Molekularnej Mikroorganizméw, IITD PAN, 13.02.2025

Opiekun merytoryczny prac licencjackich, inzynierskich i magisterskich:

1.

Theresa Keil: Studying an acquired MEK Inhibitor Resistance in Colorectal Cancer
Cell Model using (Phospho)Proteomics; Technical University of Munich, Department
of Biosciences, praca magisterska (Promotor: Prof. B. Kuster): 2020/2021

Matgorzata Magdalena Dorot: Otrzymywanie i charakterystyka przeciwciat
monoklonalnych rozpoznajgcych antygen peptydowy. Politechnika Wroctawska,
Wydziat Chemiczny, Biotechnologia, praca magisterska (Promotor: dr hab. D.
Witkowska). 2014/2015

. Barbara Maria Rzeszutek: Zastosowanie technik chromatograficznych do oczyszczania

biatka OmpC z Shigella flexneri. Politechnika Wroctawska, Wydzial Chemiczny,
Biotechnologia, praca inzynierska (Promotor: dr hab. D. Witkowska), 2013/2014
Maltgorzata Magdalena Dorot: Charakterystyka szczepu Shigella flexneri 3a i
oznaczenie dawki smiertelnej (LD100) dla myszy. Politechnika Wroctawska, Wydziat
Chemiczny, Biotechnologia, praca inzynierska (Promotor: dr hab. D. Witkowska),
2011/2012

Jolanta Lis: Izolacja, oczyszczanie oraz reaktywnosc biatka btony zewnetrznej (OMP-
45) sciany komorkowej Salmonella Typhimurium z surowicami pacjentow ze
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schorzeniami reumatycznymi. Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny,
Biotechnologia, praca magisterska (Promotor: dr hab. D. Witkowska), 2011/2012
Iwona Wtodarska, Izolacja i oczyszczanie biatek blony zewnetrznej ze Sciany
komorkowej  pateczek jelitowych z rodziny Enterobacteriaceae. Politechnika
Wroctawska, Wydzial Chemiczny, Biotechnologia, praca magisterska (Promotor: dr
hab. D. Witkowska), 2010/2011

Opiekun merytoryczny stazystow oraz praktykantow:

1.

10.

11.
12.
13.
14.

15.

Kinga Kramarczyk, Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Biotechnologii, kierunek:
Biotechnologia (praktyka studencka: 02.09.2024-23.09.2024);

Katarzyna Zigba, Uniwersytet Wroclawski, Wydzial Biotechnologii, kierunek:
Biotechnologia (praktyka studencka: 01.07.2024-31.07.2024);

Zuzanna Chmielewska, Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Biologicznych,
kierunek: Mikrobiologia (praktyka studencka: 06.05.2024-31.05.2024);

Katarzyna Chmura, Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Biologicznych, kierunek:
Mikrobiologia (praktyka studencka: 06.05.2024-31.05.2024);

Jakub Grabski, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Wydziatu Biotechnologii 1
Nauk o Zywnosci (praktyka studencka: 10.10.2023-17.11.2023);

Carolina Paessens, International Highschool of Wroclaw, 12-grade student, (praktyka
laboratoryjna: 11.09.2023-22.09.2023);

Theresa Keil, Technical University of Munich, Chair of Proteomics and Bioanalysis
(praktyka studencka: 08.2021)

Jolanta Lis, Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny, Biotechnologia, (praca
badawcza: 2010/2011)

Renata Figura, Uniwersytet Wroctawski (praktyka studencka: 14.052012-22.06.2012)
Agata Franieczek, Uniwersytet Wroctawski (praktyka studencka: 14.052012-
22.06.2012)

Patrycja Befiko, Uniwersytet Wroctawski (praktyka studencka: 11.06.2012-22.06.2012)
Angelika Ptak, Uniwersytet Wroctawski (praktyka studencka: 11.06.2012-22.06.2012)
Barbara Lisiak, Uniwersytet Wroctawski (praktyka studencka: 03.09.2012-28.09.2012)
Karolina Drogos, Uniwersytet Wroctawski (praktyka studencka: 03.09.2012-
28.09.2012)

Marta Wawrzyszyn, Uniwersytet Przyrodniczy (praktyka studencka: 07.2011)

6.1.3. Lider grupy badawczej Proteomiki i Analizy Immunoenzymatycznej:
(aktualny sktad zespotu badawczego: 1 doktorant, 2 post-dokéw, 1 pracownik
techniczny, 3 magistrantow):
https://hirszfeld.pl/struktura/laboratoria/laboratorium-mikrobiologii-

lekarskiej/anna-jarzab-phd-assistant-professor-group-leader/
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6.1.4. Udziat w programach mentoringowych podnoszacych kompetencje mtodej
kadry naukowe;j:

Mentorka w programie mentoringowym ,,Dziewczyny do nauki” | organizowanym z
inicjatywy fundacji Perspektywy finansowanym ze $rodkéw budzetu panstwa przyznanych
przez Ministra Nauki w ramach programu Spoleczna odpowiedzialno§¢ nauki II -
Popularyzacja nauki. Program dla kobiet rozwijajacych karier¢ badawcza w naukach
technicznych i $cistych.

Osoby mentorowane:

mgr Patrycja Tarnawska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu (2025)

Mentorka w programie mentoringowym TopMinds | inicjatywa Polsko-Amerykanskiej
Fundacji Fulbrighta oraz Stowarzyszenia Top 500 Innowators. Program mentoringowy dla
mtodych naukowcow chcacych realizowac badania w réznych dyscyplinach naukowych.
Osoby mentorowane:

lek. wet. Joanna Wolinska, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu (2024),

mgr Katarzyna Ptoszka, Uniwersytet Medyczny w Lodzi (2025)

6.2. Osiagnigcia organizacyjne.

24-26.01.2025 | Organizacja oraz koordynacja spotkania BootCamp w ramach programu
TopMinds we Wroctawiu dla 20 par mentorskich

2-6.11.2015 | Organizacja I Ogoélnopolskiego Tygodnia Design Thinking Week we Wroctawiu
(dodatkowo pozyskanie finansowania na organizacj¢ konferencji w ramach dziatania KNOW),
warsztaty dla 60 os6b w IITD PAN we Wroctawiu

21-24.10.2014 | Organizacja I Ogolnopolskiego Tygodnia Design Thinking Week we
Wroctawiu, warsztaty dla 60 osob w IITD PAN we Wroctawiu

2010-2024 | Coroczne uczestnictwo oraz organizacja warsztatow, wyktadow oraz konkursow
w ramach Dolnoslgskiego Festiwalu Nauki w 1ITD PAN oraz w ramach wyjazdow do szkot
podstawowych oraz ponadpodstawowych wojewodztwa dolno$laskiego (zestawienie
najwazniejszych wyktadow, warsztatbw oraz pokazdéw opisano w osiggnieciach
popularyzujacych nauke)

6.3. Osiagnigcia popularyzujace nauke.

6.3.1. Udziat oraz organizacja wykladow, warsztatow, pokazéw i1 konkurséw w ramach
Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki (DFN):

1. Karina Krasna, Bernadeta Szostko, Anna Jarzab: Od patogenu do antygenu, czyli jak
powstaja 1 dziatajg szczepionki, XXVII DFN, 22.10.2024
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2. Anna Jarzab: Odpowiedz odpornosciowa, czyli jak nasz uktad immunologiczny walczy z
patogenami — wyktad popularnonaukowy, III LO, Walbrzych, 17.10.2014

3. Anna Jarzab: Szczepionki nowej generacji — przysztos¢ czy ztudzenie? — — wyktad
popularnonaukowy, I1I LO, Walbrzych, 17.10.2014

4. Anna Jarzab, Agnieszka Mehlich: Dlaczego marchewka jest pomaranczowa? — izolacja i
rozdziat barwnikow roslinnych — warsztaty dla uczniow, III LO, Watbrzych, 17.10.2014

5. Anna Jarzab, Agnieszka Mehlich: Co w trawie siedzi — ekstrakcja i rozdziat chlorofilu —
warsztaty dla uczniéw, III LO, Watbrzych, 17.10.2014

6. Anna Jarzab, Agnieszka Mehlich: Je$s¢ oczami-postrzeganie smakow po ich wygladzie i
zapachu — warsztaty dla uczniéw, III LO,Watbrzych, 17.10.2014

7. Anna Jarzab, Agnieszka Mehlich: Dlaczego marchewka jest pomaranczowa? — izolacja i
rozdziat barwnikow roélinnych — warsztaty dla uczniéw, Zabkowice Slaskie, 22.10.2014

8. Anna Jarzab, Agnieszka Mehlich: Jes¢ oczami — postrzeganie smakow po ich wygladzie i
zapachu — warsztaty dla uczniéw, Zabkowice Slaskie, 22.10.2014

9. Anna Jarzab, Agnieszka Mehlich: Jak nasz organizm rozpoznaje patogeny? — symulacja
w warunkach laboratoryjnych — warsztaty dla uczniéw, Zabkowice Slaskie, 22.10.2014

10. Anna Jarzab, Anna Tobiasz, Bernadeta Szostko, Matgorzata Dorot, Barbara Rzeszutek:
Rola bakterii w prewencji chorob zakaznych. XVI DFN, Wroctaw, 23.09.2013 - pokaz

11. Danuta Witkowska, Sabina Gorska, Bogna Jatczak, Anna Jarzab: Organizacja Konkursu
Biologicznego dla Licealistow: ”Swiat Mikrobow”, XVI DFN, Wroctaw, 20.09.2013

12. Anna Jarzab, Bernadeta Szostko, Danuta Witkowska: Jak bakteri¢ uczyni¢ swoim
przyjacielem. XV DFN, Wroctaw, 21-25.09.2012 - pokaz

13. Marta Sochocka, Anna Kedziora, Sabina Gorska-Fraczek, Anna Jarzab: Organizacja
Konkursu Biologicznego dla Gimnazjalistow: "Czlowiek Zagadka” , XV DFN, Wroctaw,
21-25.09.2012

14. Anna Jarzab, Bernadeta Szostko, Danuta Witkowska: Szczepionka — czy trzeba si¢ jej
bac¢? Warsztaty tematyczne dla uczestnikow XIV DFN, Wroctaw, 19.09.11
6.4. Artykuty popularnonaukowe oraz wywiady

Artykul 1 | Artykul Dr ini. Anna Jarzqgb laureatkq Nagrod Naukowych Polityki 2024
opisujacy najwazniejsze osiggni¢cia naukowe (20.10.2024):

https://www.polityka.pl/tygodnikpolityka/nauka/nagrodynaukowe/2274611.1.dr-inz-anna-
jarzab-laureatka-nagrod-naukowych-2024.read

Podcast 1 | na YouTube dotyczacy kierunkow moich badan naukowych
https://www.youtube.com/watch?v=xY Y4pTrNt4Q&ab_channel=PolitykaPL

Wywiad 1 | Wywiad dla tygodnika Polityka: Biatka? To si¢ grzeje! Po co badac je tak gl¢boko
i dlaczego to tak wielka przygoda na temat rozwoju mojej S$ciezki naukowej oraz
najwazniejszych wynikow pracy naukowej zwigzanej z badaniami nad termolabilnoscig i
immunogennoscig biatek (12.11.2024)
https://www.polityka.pl/tygodnikpolityka/nauka/2277627.1 .bialka-to-sie-grzeje-po-co-badac-
je-tak-gleboko-1-dlaczego-to-tak-wielka-przygoda.read
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacije,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

7.1. Nagrody i stypendia

Nagrody naukowe za prowadzone badania i dziatalno$¢ naukowa:

Nagroda 1 | Nagroda Naukowa Polityki, laureatka w kategorii nauki $ciste, Warszawa,
20.10.2024

Nagroda 2 | II-nagroda naukowa im. Prof. E. Mikulaszka dla mlodych naukowcow za
wyrdzniajace si¢ osiaggnigcia w badaniach nad szczepionkami, Polska Organizacja
Mikrobiologow, Warszawa, 2014

Nagroda 3 | Nagroda Rektora Politechniki Wroclawskiej za aktywno$¢ na rzecz spotecznosci
studenckiej, Wroctaw, 2009 i 2008

Stypendia krajowe oraz zagraniczne:

Stypendium 1 | Stypendium Ministra dla wybitnych mlodych naukowcow, Warszawa,
2023-2026

Stypendium 2 | Stypendium fundacji Alexandra von Humboldta: AvH fellowship for
postdoctoral researchers, Bonn, 2015

Stypendium 3 | Stypendium Fundacji Carl Friedrich von Siemens (04.2016-03.2018),
Munich, 2015

Stypendium 4 | Top 500 Innovators — Science, Management, Commercialization, Nagroda
polskiego ministerstwa nauki na realizacje stazu w zakresie komercjalizacji wynikoéw badan
naukowych oraz zarzadzaniem zespotem na UC Berkeley, USA, Warszawa, 21.05.2013

Stypendium 5 | Grant Plus, Stypendium Urzgdu Marszatkowskiego dla mtodych naukowcow,
Wroctaw, 22.10.2012

Stypendium 6 | Stypendium wyjazdowe, European Biophysical Societies’ Association
(EBSA), 13.12.2011

Wyroéznienia pracy naukowe;:

Wyroéznienie pracy magisterskiej | ,,Badania strukturalne egzopolisacharydow z roznych
gatunkow Lactobacillus wyizolowanych z ludzkiego przewodu pokarmowego ” prezentacja prac
w ramach studenckiego kota naukowego w IITD PAN we Wroctawiu, 15.06.2009

Wyroéznienie pracy doktorskiej | ,, Charakterystyka immunochemiczne biatka OmpC
rozpoznawanego przez przeciwciata krwi pepowinowej jako potencjalnego antygenu
szczepionek koniugatowych”, nadane uchwata Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN z dnia 12.06.2014
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7.2. Najwazniejsze kursy i szkolenia:

e 2-dniowe szkolenie z pisania wnioskow ERC: Jak skutecznie aplikowaé o granty
#ERC?, Wroctawskie Centrum Transferu Technologii, Horyzontalny Punkt
Kontaktowy Polska Poludniowo Zachodnia, Krajowy Punkt Kontaktowy Programow
Badawczych UE (NCBR), Wroctaw, 26-27.02.2025

e 2-dniowe szkolenie z zakresu pisania oraz redagowania publikacji naukowych,
Technical University of Munich, 2020

e 8" MaxQuant Summer School 2016, Oxford University, UK, 4.06-8.06.2016

e Intensive Proteomics Course, Technical University of Munich, 21-25.09.2015

e High Pressure Liquid Chromatography (HPLC): Knauer Corp., Wroclaw, 27.05.2014

e Szkolenie z Jasco J-1500 (CD - circular dichroism): Jasco Corp.,Wroclaw, 07.05.2014

e Szkolenie LC-MALDI-TOF-MS/MS: Bruker Corp., Wroclaw, 29-31.09.12

e Biacore Systems — Leading the Way In Label-Free Interaction Analysis, Wroclaw,
19.09.2012

7.3. Wspotpraca naukowa z innymi jednostkami naukowymi w ramach pracy w IITD PAN
we Wroctawiu

TECHNICAL UNIVERSITY OF MUNICH, NIEMCY | wspolpraca po powrocie do
Polski | Aktywnie wspolpracuje z jednostkami naukowymi w kraju i za granicg. Jedng z
najwazniejszych wspotprac, jaka aktualnie kontynuuje po powrocie do Polski (od 2022 r.) jest
wspolpraca z Katedra Proteomiki i Bioanalizy (Prof. Bernhard Kuster) oraz Bawarskim
Centrum Biomolekularnej Spektrometrii Mas (BayBioMS, Bavarian Center for
Biomolecular Mass Spectrometry; dr Christina Ludwig) w zakresie badan proteomicznych.
Aktualnie jednostki te uczestnicza w pomiarach MS, realizowanych w ramach moich projektow
(Lider XIII, NCBR oraz Sonata Bis 13, NCN). Dodatkowo prowadzimy trdjstronna wspotprace
merytoryczng przy wsparciu finansowania z grantu, ktory uzyskatam z Fundacji Alexandra von
Humboldta (Alexander von Humboldt Research Linkage Grant) na 3-letnie finansowanie
wspOtpracy pomiedzy naszymi jednostkami, ktére umozliwiaja szkolenie studentow,
doktorantow oraz mtodej kadry pracujacej w naszych jednostkach.

UNIVERSITY OF HELSINKI, FINLAND | Aktualnie prowadzimy aktywna wspotprace
(2023 — obecnie) z dr Tobiasem Freitag (Translational Immunology Research Program at
the Faculty of Medicine, University of Helsinki, Finland) w zakresie badan modelowych na
zwierzgtach. W ramach tej wspotpracy badamy wilasciwosci immunogenne oraz ochronne
biatlek oraz koniugatow biatko-peptyd, jako potencjalnych antygenéw szczepionek
podjednostkowych (wspdtpraca w ramach realizacji grantu Lider XIII, NCBR).

UNIWERSYTET MEDYCZNY WE WROCLAWIU, POLSKA | Od wielu lat (2015 —
obecnie) wspotpracuje z Prof. Miroslawg Ferens-Sieczkowa oraz dr Beata Olejnik
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(Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu). W ramach realizacji tej wspotpracy badamy wptyw
glikozylacji biatek obecnych na powierzchni plazmy nasienia na plodno$¢ mezczyzn z
wykorzystaniem technik spektrometrii mas (Publikacja 12-13).

POLITECHNIKA WROCLAWSKA, POLSKA | Efektem wspolpracy z dr Agnieszka
Wojciechowska z Politechniki Wroclawskiej (2015-2022) jest cykl publikacji oraz patentow,
jakie uzyskali§my w ramach przeprowadzonych badan. M6j wktad w powstanie tych publikacji
polegal na ocenie wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzkéw kompleksowych opartych
na jonach miedzi (Publikacje 16-18; Patent 3, Zgloszenie patentowe 2-3).

UNIWERSYTET PRZYRODNICZY WE WROCLAWIU, POLSKA | Dodatkowo
wspotpracowatam z dr Krzysztofem Grzymajlo z Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroclawiu. W badaniach tych wykonatam analizy proteomiczne umozliwiajace identyfikacje
receptorow biatkowych odpowiedzialnych za oddzialywanie pomiedzy komérkami jelitowymi
$win oraz powierzchnig komorek bakteryjnych Salmonella (Publikacja 14). Wspotpraca z dr
Aleksandrg Bawiec z Uniwersytetu Przyrodniczego zaowocowata publikacja opisujaca
identyfikacj¢ mikroorganizmow bytujacych w zbiornikach wodnych na réznych etapach
oczyszczania $ciekow (Publikacja 15).

7.4. Przerwy w karierze naukowe;.

11.2015-03.2016 | intensywny kurs jezyka niemieckiego (zakonczony certyfikatem B2),
Goethe Institute, Munich, Germany
01.11.2018-05.11.2019: | urlop macierzynski (12 m-cy), syn Oskar, urodzony 6.11.2018

16.01.2021-25.02.2022: | urlop macierzynski (13 m-cy), corka Natalia, urodzona 26.02.2021

Elektronicznie

An Nna Ewe I | Na podpisany przez Anna

Ewelina Jarzab
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