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1. Ogolna charakterystyka dorobku naukowego

Po ukaiczeniu studiow na Wydziale Chemii Uniwersytetu ddghskiego w
Krakowie w 1985 roku i rocznej praktyce zawodovpedigtam w roku 1986 pracna
stanowisku asystenta w Zaktadzie Biochemii Zwietastytutu Biologii Molekularnej
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jafj@skiego w Krakowie w zespole
kierowanym przez Prof. dr hab. Zdzista#aka, od lat prowadzym badania nad biochemi
witamin grupy B i wywodzacych sk z nich koenzymow. Celem mojej pierwszej pracy
naukowej stata giizolacja i fizykochemiczna charakterystyka biatelpowiedzialnych za
magazynowanie i/lub transport witamin BB1,. Znacace wzbogacenie mojego warsztatu
metodycznego w tej dziedzinie ngsto wskutek uzyskania w roku 1988 stypendium DAAD
(Niemcy) i rocznego sta naukowego na Wydziale Biologii Uniwersytetu w Istemcji
(Niemcy), w zespole Prof. Sandro Ghishli, gdzieveayatam s oddziatywaniami
pochodnych witaminy Bz wybranymi flawoproteinami. Kontynuadych bada od 1989
roku stanowity prace eksperymentalne azaine z maj rozprav doktorslg pt. ,Chemiczna
charakterystyka oddziatywania tiaminy ze swoistyatkdlem wiazacym izolowanym z nasion
gryki” (promotor: Prof. dr hab. Zdzista#ak), ktér obronitam w 1994 roku na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagieliskiego, uzyskujc stopié doktora nauk
biologicznych w zakresie biochemii. Na tym etapigi@go rozwoju naukowego majdzny
dorobek naukowy obejmowat wspotautorstwo cztereele pksperymentalnych o
sumarycznym wspoétczynniku ,impact factor” (IF) mdym 5,618. Badania chemicznego
mechanizmu oddziatywania tiaminy z biatkami magagycymi t¢ witaming w nasionach
roslin kontynuowane byly przez nasz zespét jeszczezpkilka lat, czego owocem byto moje
wspotautorstwo w kolejnych s&mu publikacji eksperymentalnycha@izny IF 8,343; ostatnia
praca z tej serii: J. Plant Physiol. 2000).

W latach 1997-1998 odbytam péttoraroczny zagranjictez podoktorski w USA, w
Zaktadzie Biochemii i Biologii Molekularnej Uniweytetu Stanowego Georgii w Athens, GA,
w zespole Prof. Jamesa Travisa, gdzie bratam udzietdaniach dotyazych roli enzymow
proteolitycznych oraz procesow oksydacyjnych waté zapalnych, a ich wymiernym
efektem byly trzy publikacje a¢znym IF wynosacym 11,68 i fascynacja zagadnieniem
molekularnych mechanizmoéw oddziahyfvpatogendw z organizmem gospodarza.

Od 1999 roku, pracag na stanowisku starszego asystenta a od 2004adhlnkta w

obecnym Zaktadzie Biochemii Analitycznej WydziatioBhemii, Biofizyki i Biotechnologii



Uniwersytetu Jagielltskiego w Krakowie kontynugjmoje prace eksperymentalne w dwoch
gtdbwnych, niezalenych nurtach badawczych.

Pierwszy z nich nadal nfie si¢ w zakresie biochemii i fizjologii &bin i dotyczy
biosyntezy witaminy B(tiaminy) i jej wykorzystania przez sliny w procesach adaptacji do
wzrostu w warunkach stresu abiotycznego. Jegazeegii miata swoje podstawy
merytoryczne oraz finansowe w trzech samodzieli@mkanych przeze mnie projektach
badawczych wtasnych, przyznanych przez Ministerstaaki i Szkolnictwa Wyszego (lata
2000-2003, 2004-2007 i 2009-2011), ktorych finahstwi jednotematyczny cykl publikacii,
opatrzony tytutem ,Biosynteza witaminy Biaminy) w rglinach i jej udziat w odpowiedzi
na stres abiotyczny”, ¢bacy podstaw postpowania habilitacyjnego. Zakozenie tych
projektéw zaowocowato siedmioma pracami eksperyaiepmi (J. Prot. Chem. 2003, Plant
Cell 2010 i 5 publikaciji, stanowcych podstaw postpowania habilitacyjnego) oraz
rozdziatem w ksizce ,Plant vitamin biosynthesis” z renomowanej segidawniczej
Advances in Botanical Researchckny IF dla wszystkich uzyskanych w tym nurcie
badawczym publikacji wynosi 28,552. Badania te algdakze dostrzeone przez
specjalistow w zakresie biochemii tiaminy i biochestresu rélinnego, czego rezultatem
bylo nawhzanie przeze mnie wspotprac naukowychmdkami zagranicznymi (m.in. z
Zaktadem Biologii Rélin, Cornell University, Ithaca, NY, USA), udziat aespotach
oceniajcych zagraniczne projekty badawcze (National Se@dfaundation, USA) oraz rola
recenzenta artykutdw w szeregu czasopism zagraygbzn

Drugi realizowany przeze mnie kierunek badawcaypetvi kontynuagj moich
zainteresowd zapoczatkowanych staem w zespole Prof. J. Travisa w USA i dotyczy
biochemii stanu zapalnego wywotywanego w organizomekim przez infekcje bakteryjne i
grzybicze, a w szczegoOlém zaangaowania w tych procesach uktadu generacji
bioaktywnych peptydow — kinin, uniwersalnych medratv stanu zapalnego. W pracach tych
szczegOlnie interesuje mnie rola czynnikow wirujedmzdzy z rodzajuCandida, gtdwnych
grzybiczych patogenéw dla cziowieka, ktOre stamowaraz czstsa przyczyr szeregu
powiktan pooperacyjnych i zakan szpitalnych. Prowadz badania w tej tematyce bytam
gtdbwnym wykonawg czterech projektow badawczych finansowanych pkieasterstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyszego (lub wczaiej KBN) i bratam udziat w przygotowaniu
kolejnych dziewgciu prac déwiadczalnych i jednego artykutu przedbwego (sumaryczny
IF 29,117).

Ujmujac sumarycznie, moj dorobek naukowy obejmuje 32igabje naukowe w

czasopismach lub wydawnictwachgiych, znajdujcych s¢ na tzw. Licie Filadelfijskiej, w



tym 30 prac eksperymentalnych, 1 artykut przdglvy i 1 rozdziat w ksizce naukowe;j
(wydawnictwie cagtym). Ich sumaryczny IF wynosi 86,321. Opublikowammace byty
cytowane 276 razy, a odpowiagtay im indeks Hirscha wynosi 10. W moim dorobku
naukowym znajduj sic ponadto 43 komunikaty (1 wyklad wygtoszony na papenie
organizatoréw, 1 referat wkasny, 5 referatow wygts/ch przez wspotautorow i 36
posterow) na 14 zagranicznych i 14 krajowych zjahddonferencjach naukowych. Jestem
ponadto wspétautoekl podecznika i 3 rozdziatéw w skryptach akademickich. idigatam
trzema projektami badawczymi finansowanymi przeziSH\lV a ponadto bytam/jestem
gtdbwnym wykonawg 6 takich projektow oraz jednym z realizatorow argow
strukturalnych wspétfinansowanych przez &JBuropejsk. Za dziatalné¢ naukove
otrzymatam 3-krotnie Nagrody Rektora Uniwersytedgidllaaskiego (w latach 1993, 2009 i
2011) oraz Stypendium Naukowe z Rektorskiego Fund&sypendialnego Uniwersytetu
Jagiellaiskiego (w 2004 roku).

W kolejnych czsciach autoreferatu omowione zostarajpierw publikacje, d&dace
podstavy postpowania habilitacyjnego a naphie prace powstate w wyniku prowadzenia

przeze mnie badawv odrebnych kierunkach badawczych.

2. Prezentacja osjgnie¢é, stanowhpcych podstave postepowania
habilitacyjnego
2.1. Wprowadzenie
Jednotematyczny cykl publikacji, stanaaych podstaw postpowania
habilitacyjnego, opatrzony tytutem:
.Blosynteza witaminy B; (tiaminy) w roslinach
I jej udziat w odpowiedzi na stres abiotyczny”
powstat w wyniku realizacji kierowanych przeze mpiejektow badawczych finansowanych
przez MNil/MNiSzW (p. 7.1). W pracach tych jesterarnszym autorem lub/i autorem
korespondencyjnym, a moi wspotpracownicye&tp byli to pracujcy pod moj opieka
studenci) sprecyzowali swoj wzglny udziat w tych badaniach w zetonych deklaracjach.
Otrzymane przeze mnie wyniki badeksperymentalnych zostaty podsumowane i
naswietlone w szerokim aspekcie w artykule praeghwym (rozdziale w kaice),
prezentujcym aktualny stan wiedzy na temat proceséw biogynteansportu i
magazynowania witaminy;Bv raslinach, jak rownie najnowsze poszukiwania dotyce jej

roli w reakcjach rélin na stres biotyczny i abiotyczny. Cykl publikagtanowicych



podstaw postpowania habilitacyjnego, obejmuje ponadte¢grac eksperymentalnych,
przedstawigjcych: (1) aktywagj biosyntezy tiaminy w kietkacych nasionach i kietkach
roslin; (2) izolacg oraz molekularai enzymatycza charakterysty& gtbwnych enzymow
bioracych udziat w biosyntezie tiaminy i difosforanuntiemy (TDP) w r@linach; (3) roé
procesow biosyntezy i metabolicznego wykorzystéaiminy w warunkach stresu
abiotycznego, analizowama poziomie ekspresji gendw oraz aktyéaidkodowanych biatek,
oraz (4) maliwe mechanizmy regulacyjne zaargaane w aktywaejprodukcji tiaminy w
stresie abiotycznym. Wymienione prace zostaty dgailane w czasopismach zachodnich o

sumarycznym IF wynogzym 18,313.

2.2. Wykaz publikacji, stanowgcych podstave posipowania
habilitacyjnego
1. Gotda A., Szyniarowski P., Ostrowska K., Kozik Rapata-Kozik M(2004)
Thiamine binding and metabolism in germinating seafdselected cereals and
legumes. Plant Physiol. Biochem. 42, 187-95; IF=1.414
2. Rapala-Kozik M, Olczak M., Ostrowska K., Starosta A., Kozik AA(Z) Molecular

characterization of thihi3 gene involved in thiamine biosynthesisZea mays.

cDNA sequence and enzymatic and structural pragsedi the recombinant
bifunctional protein with 4-amino-5-hydroxymethyr2ethylpyrimidine
(phosphate) kinase and thiamine monophosphateasatictivities. Biochem. J.
408, 149-159; IF =4.009
3. Rapala-Kozik M, Kowalska E., Ostrowska K. (2008) Modulation agathine
metabolism irZea mays seedlings under conditions of abiotic stresExp. Bot.
59, 4133-4143; IF =4.001
4. Rapala-Kozik M, Gotda A., Kujda M.(2009) Enzymes that control themine

diphosphate pool in plant tissues. Propertiesiahtine pyrophosphokinase and

thiamine-(di)phosphate phosphatase purified fimammays seedlings. Plant
Physiol. Biochem. 47, 237-242; IF =2.485
5. Rapala-Kozik M.Wolak N., Kujda M., Banas A. K. (2012) The upreaidn of

thiamine (vitamin B1) biosynthesis Arabidopsis thaliana seedlings under salt and

osmotic stress conditions is mediated by abscigt @& the early stages of this
stress response. BMC Plant Biology 12:2; IF=4.085



6. Rapala-Kozik M,(2011) Vitamin B (Thiamine): A Cofactor for Enzymes Involved

in the Main Metabolic Pathways and an Environme8te¢ss Protectant. Rozdziat w
ksiazce pt. ,Biosynthesis of vitamins in plants. Part\Atamins A, B1, B2, B3,

B5”, pod redakgj F. Rebeillle i R. Douce (redaktorzy serii: J.C. EadM. Delseny)
wydanej przez Elsevier w ramach cyklu wydawniczeances in Botanical
Research, Tom 58, str. 37-91; IF =2.319

2.3. Najwaniejsze oxagniecia naukowe, wynikapace z cyklu publikacji
stanowiacych podstawe postepowania habilitacyjnego

. charakterystyka uruchamiania rezerw tiaminy i &g wkasnej biosyntezy
tiaminy/TDP w kietkujcych nasionach i siewkach wybranych gatunkéwzabo
roslin straczkowych;

. 0czyszczenie i szczegbétowa charakterystyka podadegh wigciwosci
molekularnych, kinetycznych i regulacyjnych enzym#mangaowanych w procesy
biosyntezy i bioaktywacji tiaminy w snach;

- okreslenie udziatu tiaminy w procesach rozpoznawanize@mwdziatania i adaptacji
roslin do wzrostu w warunkach stresu abiotycznego;

- wykazanie roli kwasu abscysynowego (ABA) jako regoita odpowiedzi ihin na
stres solny i osmotyczny, z udziatlem proceséw aujgeych dziatanie tiaminy i
TDP;

- zaproponowanie roli tiaminy w reakcji komorkilimnej na stres.

2.4. Zwiezta prezentacja wynikow, stanowicych podstave postepowania
habilitacyjnego

2.4.1. Wprowadzenie

Witamina B(tiamina) jest niezéina w funkcjonowaniu wszystkich organizmow z uwagi
na udziat jej difosforanowej pochodnej (TDP) jakmekzymu w procesach enzymatycznych
katalizowanych przez szereg enzymow zaaoganych w gtdwne procesy metaboliczne, do
ktorych nalea m.in. synteza acetylo-CoA, cykl kwasow trikarbdksyych, fermentacja
alkoholowa, szlak pentozofosforanowy, cykl CalvB@asona czy szlak syntezy
aminokwaséw z rozgegionym taacuchem bocznym. Organizmy zwiece zachowaty w

swym metabolizmie jedynie etap difosforylacji pahieej z pokarmem tiaminy, natomiast



bakterie, dradze i rasliny moga prowadzé petny proces biosyntezy tej witaminy z prostych
prekursorow (Rapala-Kozik, 2011, str. 45-55). Chilesynteza tiaminy przez
mikroorganizmy byta intensywnie rozpoznawana oduw/at, o tyle analogiczne badania w
odniesieniu do rdin sa znacznie mniej zaawansowaneadstrodzit s¢ pomyst na

uzupetnienie tej luki.

2.4.2. Charakterystyka procesow biosyntezy tiaminy TDP w kietkuj acych

nasionach i siewkach rélin

W pierwszej z cyklu publikacji, stanoygych podstaw postpowania habilitacyjnego
(Golda i wsp., 2004) starang; gidentyfikowa stadium rozwoju rdin, na ktorym siewki
uruchamiag wtasne procesy biosyntezy tiaminy. Rozpoznanigyto konieczne z uwagi na
obecnd¢ w nasionach rdin nago- i okrytozajzkowych biatek specyficznie wiacych i
magazynujcych & witamire, bedacych jejzrédtem dla kietkbw we wczesnych fazach
wzrostu. JednocZgeie aktywacja i poziom biosyntezy tiamidg novo podlega precyzyjnemu
mechanizmowi regulacyjnemu, bazegmu na swoistych sensorach wettrkomadrkowego
stezenia TDP (a zatem, peednio, obecndi tiaminy wsrodowisku zewatrznym), jakimi g
ryboprzeczniki, ktérych struktura i wynikaga z niej regulacja, zalg od maliwosci
wiazania dosipnego TDP (Rapala-Kozik, 2011, str. 55-58).

Ustalonoze w pierwszej fazie kietkowania, trvagej w zalenosci od gatunku 1-2
doby, kietki bazuj przede wszystkim na zgromadzonym w nasionach mapasiny,
uwalnianym do otoczenia w wyniku stopniowej hydrglmagazynujcych tiamirg biatek.

W kolejnej fazie (4-6 dob), gdy zapasy ule@statecznemu wyczerpaniu, rozwigg se¢
roslina uruchamia wtasne procesy biosyntezy tiamipgzez kilka kolejnych dni hodowli jej
ilos¢utrzymuje s¢ na mniej wecej statym poziomie. Sgodd analizowanych modeli
roslinnych (zb& i roslin straczkowych) najlepiej prezentigymi te zalenosci okazaty s¢
siewki Zea mays i ten model byt wykorzystywany w dalszych badahiac

Aktywacje proceséw biosyntezy tiaminy identyfikowano poprpemiary aktywnéci
trzech kluczowych enzymoéw: (1) syntazy monofosfaraminy (syntazy TMP), ktéra
bierze udziat wdczeniu powstacych na niezatenych drogach dwéch komponentasieczki
tiaminy: pirymidynowej (difosforan 4-amino-5-hydmkmetylo-2-metylopirymidyny, HMP-
PP) oraz tiazolowej (fosforan 4-metylo-5-(2-hydspétylo)-tiazolu, HET-P) z utworzeniem
monofosforanu tiaminy (TMP); (2) fosfatazy, ktorefasforyluje TMP prowadc do
powstania wolnej tiaminy; (3) pirofosfokinazy tiamgi(TPK), katalizujcej proces



pirofosforylacji tiaminy, prowadcy do utworzenia aktywnej biologicznie formy tiamin
TDP.

2.4.3. I1zolacja i charakterystyka enzymow rélinnych bior acych udziat w
biosyntezie tiaminy

Poniewa zaden ze wspomnianych wgj enzymow nie zostat wcaaej wyizolowany
z materiatu rélinnego i scharakteryzowany, w dalszych badanidehg nastpne publikacje)
starano s uzupeint te informacje.

Najwazniejszym obiektem tych bafldyta syntaza TMP, kodowanaZea mays przez
genTHI3 (Rapala-Kozik i wsp., 2007). Poréwnanie sekwengfidvanego biatka z
enzymem bakteryjnym wykazato 39 % identycmm@ sekwencja ta zlokalizowana byta we
fragmencie C-kacowym biatka THI3. Na podstawie poréwnaekwencyjnych z bakteryn
kinaza HMP (THID), zaproponowano obedtodrugiej aktywnéci enzymatycznej w tym
biatku, ktor po raz pierwszy potwierdzono taekeksperymentalnie. Wykazare, enzym ten
moze katalizowd reakcg dwoch krokow fosforylacji HMP. Pierwszy z nich pgostanowd
naturalny proces odzyskiwania produktu rozktadmirgy, ograniczajcy koniecznéc
ponownej biosyntezy; drugi jest etapem nigltlym w wytwarzaniu naturalnego potproduktu
dla kolejnego etapu - biosyntezy TMP. W obu krokkatalitycznych bicg udziat jony
magnezu i ATP.

W wyniku kolejnej aktywnéci katalitycznej biatka THI3, tj. syntazy TMP, dumzi
do pohkczenia wytworzonego HMP-PP i ufosforylowanej komguaty tiazolowej (HET-P) w
ostatecza czasteczk TMP. Ten etap tate zachodzi w obecKoi jonGw magnezu.
Najciekawsze okazatogsodkrycie,ze powstawanie kacowego produktu, tj. TMP, jest
bardzo precyzyjnie regulowane, na zasadzie hamevakumpetycyjnego poziomem
dostpnasci substratu (HMP-PP), ktory jednoénée jest produktem aktywidoi kinazowej
biatka THI3. Rownie ATP (substrat reakcji fosforylacji HMP-P) okaza mhibitorem
akompetycyjnym reakcji syntezy TMP. Wyre wyodebnienie w sekwencji THI3 N-
koncowej domeny kinazowej i C-Koowej domeny syntazowej nie jest zapewne
przypadkowe i wskazuje na stworzenie mechanizmulaeg aktywndci tego enzymu w
zaleznosci od aktualnych potrzeb metabolicznycKliy. Obserwacja tak specyficznego
pofaczenia w jednym biatku obu aktywsm, katalizupcych dwie ostatnie reakcje biosyntezy
tiaminy w ralinach, sktonita nas do przygotowania modelu stinkbbu domen, opartego na
homologii do monofunkcyjnych biatek bakteryjnychngzy HMP-P i syntazy TMP) o znanej



strukturze krystalograficznej (Rapala-Kozik i wsp007). Modele te wskazaty naztu
podobidgstwa centrow aktywnych w odniesieniu do reszt akivasowych bicgcych udziat
w oddziatywaniu z substratami, w porownaniu zHkaahi bakteryjnym. W celu weryfikacji
tych modeli przygotowano zestaw mutein z podstawiampostulowanymi resztami centrow
aktywnych. Szczegétowe badania kinetyczne tych mytezwolity potwierdzé

prawidtowa¢ tych modeli oraz oddziatywania zasteczkami substratow, warunkog
przebieg procesu katalizy enzymatycznej.

TMP, powstaty w wyniku dziatania THI3 ulega wéliaach procesowi defosforylacji
przy udziale kwgnej fosfatazy o szerokiej specyficasosubstratowej (Rapala-Kozik i wsp.,
2009). Enzym ten zostat przez nas wyizolowanyd BiewekZea mays i scharakteryzowany
pod wzgtdem podstawowych wdaiwosci molekularnych i kinetycznych. Enzym ten bierze
takze udziat w defosforylacji TDP i nmie by¢ istotny zardwno w procesach regulaciji
dostpnasci TDP, jak rownie moze decydowé& o mazliwosci przemieszczaniagtzasteczki
tiaminy midzy chloroplastem, gdzie biegnie biosynteza dowefdy@P, a cytozolem, gdzie
zachodzi bioaktywacja zsyntetyzowanej puli, przewzauzenie TDP z wolnej tiaminy przy
udziale pirofosfokinazy tiaminy. Enzym odpowiedmiakza ten ostatni proces (TPK) zostat
réwniez przez nas oczyszczony i scharakteryzowany podedegi molekularnym i
kinetycznym. A pomiar jego aktywla w réznych warunkach hodowli wykazaie tylko
nieznacznie zaky ona od dogpndasci tiaminy wsrodowisku, natomiast ulega istotnym
zmianom w zalenosci od dosgpu swiatta w trakcie hodowli, co wskazuje na kolejnyzpmm

regulacji biosyntezy witaminy 8v roslinach.

2.4.4. Udziat proceséw biosyntezy tiaminy oraz dz@nie enzyméw

zaleznych od TDP w reakcji roslin na stres abiotyczny

Na podstawie pojawiagych s¢ w literaturze sugestii 0 niekofaktorowej roli tiam
jako casteczki sygnatowej lub bezfrednio dziatajcego antyoksydanta w komaorkach
nerwowych i bakteryjnych (Rapala-Kozik, 2011, 40:45), przeprowadzono badania
zmierzajce do okrélenia wptywu warunkéw stresu abiotycznego (oksyglaeyo, solnego,
osmotycznego) na przebieg biosyntezy i bioaktywizajniny oraz proceséw, zachagdych z
udziatem enzymoéw, wykorzystigych TDP jako koenzym (Rapala-Kozik i wsp., 20081 2).

Wykazano 2-3-krotny wzrost zawasto tiaminy i/lub jej estrow fosforanowych w
stresowanych inach, zwlaszcza w warunkach stresu oksydacyjniegoy jest udziatem
roslin poddawanych dtugotrwatemu dziataniu stresow.¢akinego typu (solny, osmotyczny).
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Zmiany te skorelowane zostaty ze wzrostem ekspgesiow THIC, THI1, TH1 lub THI3,
TPK) oraz odpowiadagych im aktywnéci katalitycznych kluczowych enzyméw biosyntezy
i bioaktywaciji tiaminy. Rosqte zapotrzebowanie dimy na tiamire zostato rownig
potwierdzone wzrostem poziomu ekspresji genow kgygh najwaniejsze enzymy, zatee
od kofaktorowej wspoétpracy z TDP (dehydrogenazetoglutaranow - KGDH,
dehydrogenagpirogronianow - PDH, transketolag — TK i syntaz 1-deoksy-D-ksylulozo-5-
fosforanows - DXPS) i dodatkowo potwierdzone na poziomie aktgéei enzymatycznej w
stresowanych siewkach (TK).

Na podstawie poczynionych obserwacji zaproponovzasyat model udziatu
procesow produkcji tiaminy w gbnach, zaréwno na etapie wczesnego wykrywania
czynnikéw stresowych w otoczeniustio jak i rozwijania procesow adaptacyjnych
przystosowujcych metabolizm rdin do wzrostu w niekorzystnych warunkagiedowiska.

We wczesnej fazie rozpoznania stresu biosynteZa ZiDierza raczej do regeneracji
uszkodzonych systemow enzymatycznych, warwgyah prawidtowy rozwdj rdiny tj.
cyklu Calvina-Bensona, szlaku pentozo-fosforanoweghklu kwaséw trikarboksylowych czy
szlaku niezalenej od kwasu mewalonowego biosyntezy izoprenoidéatomiast
diugotrwate dziatanie stresoréw, geneog w rezultacie stres oksydacyjny wloach,
wymusza uaktywnienie szeregu mechanizméw obronayat zatem idzie mechanizmow
adaptacyjnych. W ten szereg wpisujetakze akumulacja tiaminy, ktora wykorzystywana
jest w rozwijaniu strategii adaptacyjnych takichk gktywacja zalenych od NADPH
systemoéw antyoksydacyjnych czy synteza karotenojgliwownie: posredni jej udziat w
procesach akumulacji cukréw, pelcych w warunkach stresu szczegolnie istotne funkcje
regulatorowe, czy syntezy szeregu zajeh od stresu biatek czy osmoprotektantéw.
Natomiast przypuszczalne, bezpinie wiasnéci antyoksydacyjne tiaminy wgi pozostag

niepotwierdzone.

2.4.5. Regulacja procesow biosyntezy i czynnego woykystania TDP w

roslinach w warunkach stresu solnego i osmotycznego

Procesy biosyntezy tiaminy podlegaj roslinach regulacji na rfnych poziomach.
Do tej pory potwierdzonajna poziome genetycznym z udziatem rybopzatikbw oraz na
poziomie biatkowym w odniesieniu do syntazy TMP (B} ktorej aktywné¢ hamowana
jest nadmiarem substratu. Natomiast szereg odpangetherowanych stresem abiotycznym

regulowanych jest globalnie, zagpednictwem hormonéw, do ktérych najekwas
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abscysynowy (ABA). Jego udziat w regulacji zarovimasyntezy jak i bioaktywaciji tiaminy
zostat po raz pierwszy jednoznacznie wykazany agadzie siewelArabidopsis thaliana
typu dzikiego oraz mutantéw z zablokowayntez ABA (Rapala-Kozik i wsp., 2012).
Przedstawiono tale wptyw tego hormonu na wzrost ekspresji genow kgieh KGDH |
TK, ale nie PDH i DXPS. Zaangawanie ABA w regulagj proceséw funkcjonyggych z
udziatem tiaminy potwierdzono w sposéb jednoznaazrsgresie solnym natomiast stres
osmotyczny wywotany obecRcia sorbitolu w paywce wydaje si by¢ procesem
poddawanym kontroli z udziatemaidych czynnikow, do ktorych nioa zaliczy takze ABA,
ale nie petni on w tym procesie roli decygig).

Badania mechanizméw adaptacitlio do wzrostu w warunkach stresu abiotycznego
stanows istotny problem w rozwoju odpowiednich strategh hodowli, gdzie mdiwos¢
wykorzystania naturalnych procesow zachggzh w tych warunkach wydajegsi
postpowaniem optymalnym. Z tego punktu widzenia pozydfaminy B, jako naturalnego

czynnika petnicego rot antystresora jest szczegolnie atrakcyjna.

3. Osiagniecia naukowe, niezwazane z tematylq badan, stanowgncych
podstawe posiepowania habilitacyjnego

3.1. Molekularna natura biatek wigzacych tiamine w nasionach rd@lin

Biatka wigzace tiamire, wystpujace w obfitych ilgciach w nasionach §bn
nagozaizkowych i okrytozaizkowych i najprawdopodobniej pehae funkcg
magazynowania tej witaminy, byly przedmiotem mojegoteresowania haukowego od
wczesnych prac na potrzeby doktoratu. Najwejszym sumarycznym agjnicciem tego
nurtu badawczego byto oszacowaniestkowych udziatow fragmentow ggteczki tiaminy w
jej oddziatywaniach z tymi biatkami. W przeprowadyoh eksperymentach wykorzystano
calk gant analogdéw chemicznych gzteczki tiamin, ktérych znacznaegéé zostata specjalnie
zsyntetyzowana na potrzeby tych prac. Seria praemgemat, ktorych jestem wspétautgrk
liczy 8 pozyciji i kaiczy sk publikach (Rapala-Kozik i wsp., J. Prot. Chem. 2003), w &}6r
wykazanoze te biatka wizace tiamirg sa szczegolnymi wariantami gtéwnych biatek
zapasowych nasion, np. w nasionach grykiiaatee do gtdwnych legumin.
Scharakteryzowano szczegétowo ich bud@odjednostkow a take wskazano w esteczce
tego biatka centrum wzania tiaminy, wykorzystag metod ,fotoznakowania

powinowactwa” (ang. photoafffinity labeling). Bwiadczenia chemiczne, zdobyte w trakcie
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bada nad biatkami magazymgymi tiamirg, w istotny sposéb uksztattowaty mojej dalsze

podegcie badawcze w stosunku do struktury i funkcjonoaa@mzymadw biosyntezy tiaminy.

3.2. Nowe funkcje fizjologiczne zalme od gendw syntezy tiaminy

W luznym zwizku z tematyk publikacji, stanowjcych podstaw postpowania
habilitacyjnego, byty moje badania we wspotpracywmtowymi liderami w dziedzinie
biosyntezy tiaminy, Profesorami M. J. Scanlonem PTBegleyem z Cornell University (NY,
USA) nad zaang@waniem genu syntezy tiazolli14, w funkcjonowaniu merystemu
wierzchotkowego wea mays. Wyniki tych prac zostaty opublikowane w 2010 rbardzo

prestzowym czasopgimie, Plant Cell (IF = 9,396).

3.3. Analiza procesOw oksydacyjnych w stanach zalpgch

Odbyty w latach 1997-1998 staaukowy w laboratorium Prof. Jamesa Travisa
(USA) zapocatkowat moje zainteresowania: (1) procesami oksyjphgmi, towarzysacymi
stanom zapalnym, jakie m@gic pojawia w organizmie w wyniku infekcji, (2)
funkcjonowaniem w tych warunkach enzyméw proteclityych, nalgacych zaréwno do
organizmu gospodarza jak i atakeggo go patogenu, oraz (3) produkicjediatoréw stanu
zapalnego, uczestnigzych w dalszej jego propagacji, a w szczegétnbioaktywnych
peptyddw spokrewnionych z bradykininkinin.

Procesy oksydacyjne, zachade w stanach zapalnych prowadzesto do zmian
wiasciwosci utlenianych biatek, co nie w szczegolnych przypadkach dzéate niekorzyé
organizmu lub stanowisposob jego obrony przed dalszym rozszerzaniestanu zapalnego.
Problem ten byt przeze mnie analizowany na przyk&adilku uktadow biatkowych, ze
szczegOllnym uwzgtinieniem roli tej oksydacji w infekcjach bakterygty Uzyskane wyniki
stresci¢c mazna w nasfpujacych punktach:

. dla biatka amyloidowego, ktére podlega oksydacymeglyfikacji w trakcie choroby
Alzheimera, wykazano w badaniach modelowych wyhaamevproceséw degradacji
utlenionego biatka: prekursora amyloidu, z udzia@mymow: chymazy z komorek
tucznych, katepsyn G i D, metaloproteinazy 3 magieewntrzkomérkowej oraz
elastazy neutrofilowej, zdolnych do degradacji tegdka charakterystycznej dia
sekretaz (Rapala-Kozik i wsp., J. Pept. Res. 1998);

. przedstawiono dowodyge procesy oksydacyjne zachade w ogniskach zapalnych a

generowane przez reaktywne formy tlenu uwalniamezfagocyty, prowadzdo
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czesciowej dysfunkceji tzw. uktadu kontaktu — zestawwcmowych biatek,
odpowiedzialnego za produkajniwersalnych mediatoréw stanu zapalnego, jakimi s
kininy (Kozik i wsp., J. Biol. Chem. 1998; Koziknsp., Biol. Chem. 2011);

- okreslono sposob dziatania wybranych proteaz bakteryjrwgrocesach inaktywaciji
biatek istotnych dla funkcjonowania organizmu gatgraa, do ktérych natg a;-
inhibitor proteinaz, oraz zanalizowano, jaki wphpa przebieg tej degradacji ma
oksydacja tego biatka w wyniku dziatania wolnycdmikéw produkowanych przez
uktad obronny (Rapala-Kozik i wsp., Biol. Chem. 299

3.4. Ogolna charakterystyka funkcjonowania uktadukontaktu w stanie
zapalnym
Uktad kontaktu, ulegagy aktywacji na powierzchniach komérek organizmu
ludzkiego, m.insrodbtonka naczy krwionosnych i ptytek krwi, jest kompleksem trzech
kooperuacych ze sofpbiatek: czynnika XII, aktywujcego prekalikreia do kalikreiny, ktora
z kolei generuje kininy z wysokogzteczkowego kininogenu. Zaarmgavanie kinin w
procesy fizjologiczne, takie jak kontrolaeienia krwi, skurcz lub relaksacja gani gtadkich
czy nadwraliwos¢ na bél, sktaniajdo rozwaenia ich udziatu w stanach zapalnych i
okreslenia warunkow sprzyjagych ich produkcji. W realizacji tego zagadnienid mdziat
dotyczyt:
. opracowania metody HPLC analizy kinin,
- wstepnych bada, dazacych do okrélenia pos¢pu degradacji kininogenu przez elastaz
(Dulinski i wsp., Biol. Chem. 2003).

3.5. Organizacja uktadu kontaktu na powierzchni kanérek gospodarza

oraz na powierzchni bakteryjnych i drozdzowych patogendéw

Uktad kontaktu, generagy mediatory stanu zapalnego — kininy, aktyyeej dalsze
odpowiedzi prozapalne w komérkach, stahsiponizszych badaniach modelem szczegélnie
atrakcyjnym w aspekcie infekcji bakteryjnych a pdtoa co stanowi zasadnicze novum w tym
zakresie badawczym, infekcji drdvowych, zachodicych z udziatlem gatunko®@andida
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosisi C. glabrata. Badania te wydajsie by¢ szczegdlnie
istotne w kontescie szerzcych st infekcji szpitalnych z udziater@andida spp., szczegdlnie
w odniesieniu do pacjentow z chorobami g@inym z immunosupresgzy tez pacjentow

poddawanych zabiegom chirurgicznym z wprowadzanieptantow. Rozpoznanie
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mechanizméw wirulencji tych mikroorganizmow na (kiaglzie jednego z gtdwnych
uktadow homeostazy organizmu gospodarza - uktadtektu, mae dostarcz§ cennych
wskazowek dotyerych leczenia i zapobiegania tego typu infekcjohat&yo badania
prowadzone w tym zakresie arig@ mnie intensywnie, a dotychczas uzyskane wyniki
stresci¢ mazna nasipujaco:

. opracowano met@doznaczania tworzenia aktywnego uktadu kontaktpowierzchni
komorek mysich makrofagdéw (Barbasz i wsp., Int. lamopharmacol. 2008);

. po raz pierwszy wykazano zdokédkomorekCandida spp do wykorzystywania biatek
gospodarza (biatek twageych uktad kontaktu) w propagacji stanu zapalnego z
posrednictwem dokujcego do powierzchni komorek tych organizméw uktgdoeracii
kinin, potwierdzajc jednoczénie produkat tych mediatorow w zaproponowanym
modelu. Wykazano tale, ze poziom tego vazania i produkcji kinin zaley od gatunku
grzyba oraz jego formy morfologicznej (Rapala-Koiksp., Int. Immunopharmacol.
2008; Karkowska-Kuleta i wsp., Biol. Chem. 2010);

. za pomog specyficznych przeciwciat oraz fragmentoéw peptygciwvczasteczki
kininogenu, wskazano rejony tejasteczki péredniczce w dokowaniu catego uktadu
generacji kinin do komérek. albicans a ponadto, za pomachromatografii
powinowactwa na unieruchomionym #@u agarozowym kininogenie, speonej z
analizy metod, spektrometrii mas, zidentyfikowano gtéwne biatkavperzchni dradzy,
zaangaowane w wazanie kininogenu (Karkowska-Kuleta i wsp., Peptidesl);

- udowodniono wizanie biatek uktadu kontaktu do powierzchni bakteor phyromonas
gingivalis, gtbwnego patogenu choréb przpia (parodontozy) oraz wykazane w
oddziatywaniu tym bakterie te nie wykorzystijiatek budujcych fimbrie czy
lipopolisacharydu, lecz wiaska adhezyjne gingipain — proteaz, stangych giowny
czynnik wirulencji tych bakterii, biacych take udziat w niezalmej od adsorpcji na
komorkach produkciji kinin, poleggjej na ich proteolitycznym dziataniu na kininogen
lub zymogeny uktadu kontaktu. Wzghy udziat tych dwdch mechanizméw produkciji
kinin okreslono dla szczepow pochodzenia klinicznego, pozygiiammd pacjentow z
réznym poziomem zaawansowania choréb pebya (Rapala-Kozik i wsp., Inf. Immun.
2011).
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3.6. Udziat gtownych czynnikow wirulencji grzybow zwybranych

gatunkow rodzaju Candida w propagacji stanu zapalnego

Najnowsze badania wskazuje zewntrzkomédrkowe proteinazy dedzy z rodzaju
Candida, nalezace do gtdwnych czynnikdw wirulencji tych oporturyistnych patogendw
mog, wzorem wielu proteaz bakteryjnych, odpowiadawniez za propagagjstanu
zapalnego. Stosag razne warunki hodowli dla wybranych gatunkd@andida
przeprowadzono anatizch aktywndci proteolitycznej w odniesieniu do biatek uktadu
kontaktu i wykazanaze:

. proteinazy wydzielane do otoczenia przez wybranerdg@atych dradzy sa zdolne do
degradacji biatek natacych do uktadu kontaktu;

- potwierdzono udziat wydzielniczych proteinaz asgawych (SAP) w tym procesie;

- po raz pierwszy wykazanee SAP g zdolne do generaciji kinin z kininogenu wielko- i
niskoczsteczkowego;

- rodzaj produkowanej kininy zalg od pH dziatania proteinaz, skorelowanego z
mozliwymi warunkami w r@nych niszach organizmu gospodarza, gdzie négie;]
dochodzi do infekcji;

- potwierdzono zrgnicowary aktywacg receptorow kinin (typu B1 i B2) wygbujacych
na powierzchni komorek gospodarza, przy udziainkprodukowanych przez SAP, w
zaleznosci od warunkow a co zatem idzie od formy morfolagiej grzyba i poziomu

powodowanej przez niego infekcji (Rapala-Kozik pwSBiol. Chem. 2010).

4. Inne realizowane aktualnie zadania badawcze

Przedstawione poiej badania wynikajz podgtej przeze mnie wspotpracy
miedzyzaktadowej w olebie Wydziatu Biochemii Biofizyki i Biotechnologii wamach
projektu strukturalnego z Unii Europejskiej Nr PQ0&.01.00-12-064/08 ,Biotechnologia
Molekularna dla Zdrowia” oraz wspétpracygdzywydziatowej z Wydziatem Chemii UJ w
identyfikacji zwiazk6w organicznych o potencjalnych zastosowaniaclogicznych jako

interkalatory. Poriej przedstawiam krotki opis uzyskanych wynikow.
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4.1. Charakterystyka oddziatywa miedzyczsteczkowych z zastosowaniem
pomiarow rezonansu plazmondéw powierzchniowych (sysin
BIACORE 3000)

W ramach realizacji projektu strukturalnego ,Bidtaologia Molekularna dla Zdrowia”,
wspotpracug z pracownikami Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biechnologii w zakresie
charakterystyki oddziatywamiedzyczsteczkowych, w ktérych wykorzystywane jest
urzadzenie typu BIACORE 3000, umlbwiajace pomiary parametrow wdania bioczsteczek
w czasie rzeczywistym. W ramach tej wspotpracydmatidziat w rozwizaniu nasipujacych
probleméw badawczych (publikacje w przygotowaniu):

. okreslenie oddziatywania biatka AtPCNAAfabidopsis thaliana Proliferating Cell
Nuclear Antygen) oraz jego mutanta z fragmentens&& (SUMO conjugating
enzyme) warunkagego funkcjonalng procesow sumoilacji biatka (wspotpraca
Zaktadem Biotechnologii Rtin, Dr Wojciech Strzatka);

. charakterystyka wizania peptydow centrum wgiacego biatka p53 i jego analogow z
biatkiem MDM oraz jego muteinami (wspoétpraca z zalém Mikrobiologii, Dr
Grzegorz Dubin);

- wyznaczenie statych szybdm reakcji tworzenia kompleksow przez biatka uktadu
generacji kinin (Zaktad Biochemii Analitycznej);

- badania wptywu aktywatorowych, represorowych ijeticrowych sekwencji DNA na
zmiany strukturalne w wybranych domenach czynmni&agkrypcyjnego Yin Yang 1
(wspotpraca z Zaktadem Biochemii Fizycznej, Dr ArejrGorecki, Mgr Filip
Gotebiowski).

4.2. Charakterystyka spektralna i analiza maliwosci biologicznych

zastosowa réznego typu interkalatorow DNA

Przy wspotpracy z Dr KatarzyrOstrowslk z Wydziatu Chemii UJ wykonatam
charakterysty& wlasndgci spektralnych pochodnych pirazyny (Ostrowskapw3etrahedron
2011), mogcych znalé¢ w przysztdci zastosowania jako czute sensory jonoéw metali
cigzkich (praca w przygotowaniu) lub interkalatory etekcji DNA.

5. Dalsze perspektywy badawcze

W planowanych przeze mnie dalszych badaniach zaamewykorzysta zdobyte

doswiadczenia do realizacji nagiujacych zagadnie
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- okreslenie maliwosci udziatu tiaminy w ochronie komorek chalry Saccharomyces
cerevisiae i C. albicans w warunkach stresu oksydacyjnego, z uwdgieniem
funkcjonowania mechanizméw biosyntezy i transptigminy w mutantacls.
cerevisiae z defektem odporrégi na stres;

. analiza roli tiaminy i jej S-acylowych pochodnyatp( benfotiaminy) w komaorkach
uktadu odporngciowego poddanych dziataniu czynnikow pozapalnych;

- badanie zmian w procesach biosyntezy, transpavitkorzystania TDP w uktadach
mikoryzowych;

.- 0szacowanie udziatu gtdbwnych czynnikow wiruler@jialbicans w aktywacji komoérek

uktadu obronnego.

6.  Wspotpraca naukowa

Ponizej przedstawiam ligtosrodkdw naukowych w kraju i zagramioraz
kierownikow zespotéw badawczych, z ktérymi wspéafmwatam w trakcie swojej
dziatalnagci naukowej. Podajtakze krotlky informacg o zakresie prowadzonych bada

. 1988-1989; University of Konstanz, Department aflBgical Science, Konstancja,
Niemcy; Prof. S. Ghishla; stgrzeddoktorski w zakresie zastoséwejnowszych
metod oczyszczania biatek oraz syntezy analogdamiity B, niezlzdnych w analizie
centrow aktywnych enzymow, wykorzysiaych FAD jako koenzym.

. 1997-1998; University of Georgia, Department of @iemistry, Athens, Georgia, USA;
Prof. J. Travis; stapodoktorski w zakresie roli enzymow proteolityczhyw infekcjach
I stanach zapalnych.

. 2009-2010; Cornell University, Ithaca, Nowy JoriSA} Dr. M. J. Scanlon; wspotpraca
dotyczca analizy funkcjonowania mutantowslionych upaledzonych pod wzgtlem
syntezy tiaminy.

. 2010-2011; Department of Clinical Sciences, Divistd Infection Medicine,
Biomedical Center, Lund, Szwecja; Dr. H. Herwaldaléza oddziatywa biatek uktadu
kontaktu z powierzchaibakteriiPor phyromonas gingivalis.

- Od 2008; Division of Clinical Chemistry and Clini@&iochemistry, Ludwig-
Maximilians-University, Monachium, Niemcy; Dr A. &ssner; wspoOtpraca dotyra

roli receptordw kinin w infekcjach d#dzowych.
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. Od 2011, Division of Applied Life Sciences, Gradu&chool of Agriculture, Kyoto

University, Kyoto, Japonia; Prof. M. Ueda; analziaulencji drazdzy Candida z
udziatem proteinaz dvolzowych, ekspresjonowanych Richia pastoris.

- Od 1997; Zaktad Mikrobiologii, Wydziat Biochemii,i@izyki i Biotechnologii,

Uniwersytet Jagiellbski; Prof. dr hab. J. Potempa; badania w zakrasighkmicznych

mechanizméw oddziatywigpatogen-gospodarz.

- Od 2005; Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Wroaiski; Prof. dr hab. M. Olczak;

wspotpraca w badaniach nad muteinami biatka THI3;

. Od 2002; Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagi@kdi; Dr K. Ostrowska; synteza

analogéw tiaminy, nieztdinych w badaniach nad biosyni@éanetabolizmem tiaminy.

. Od 2010; Instytut Nauk Srodowisku, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniweytet

7.

7.1.

7.2

Jagiellaski; Prof. dr hab. K. Turnau; badania dotyo roli tiaminy w zjawisku

mikoryzy.

Udziat w projektach badawczych

Projekty wiasne z funkcy kierownika projektu

1. Projekt badawczy wiasrgBN Nr 6 PO4C 039 19 ,Metabolizm tiaminy
(witaminy B1) oraz biatek vgizacych tiamire w procesach rozwoju i kietkowania
nasion”, 2000 — 2003;

2. Projekt badawczy wtasnyiNil, Nr 2 PO4C 017 27 ,Enzymy odpowiedzialne za
syntez i aktywacg witaminy B1 w organizmach §bnnych”, 2004 — 2007;

3. Projekt habilitacyjnyMNiSW Nr NN303 320937,,Charakterystyka enzymow
bioracych udziat w procesach biosyntezy i aktywacji fiayroraz ich rola w
stresie abiotycznym w §bnach”, 2009-2011.

Projekty wiasne z funkcyj gtdwnego wykonawcy projektu

1. Projekt badawczy wiasrigBN Nr 6 P203 019 04 ,Fizykochemiczna
charakterystyka oddziatywania witaminy B1 (tiamig) swoistymi biatkami z
nasion” (kierownik: dr Andrzej Kozik), 1993-1995;

2. Projekt badawczy wtasnigBN Nr 6 PO4C 088 12 ,Strukturalno-chemiczne
cechy mikrootoczenia tiaminy (witaminy B1) w komigdach z rozpuszczalnymi
biatkami wiazacymi (transportujcymi lub enzymatycznymi) z bakterii, 4l
nasiennych i kggowcow” (kierownik: Dr hab. Andrzej Kozik), 19971999;
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3. Projekt badawczy wtasnigBN Nr 6 PO4A 023 19 ,Wptyw czynnikow
uwalnianych przez granulocyty oktipochtonne (aktywnych form tlenu oraz
elastazy) na potencjat wytwarzania kinin przez didminogen-kalikreina”,
(kierownik: Dr hab. Andrzej Kozik), 2000 — 2003;

4. Projekt badawczy wiasnyiNIil Nr 2P04C 035 29, ,Wiazanie i aktywacja
uktadoéw produkciji kinin na powierzchniach komorefierownik: Prof. dr hab.
Andrzej Kozik), 2005 — 2008

5. Projekt badawczy wtasnyiINiSW Nr N N303 572538 ,Charakterystyka
oddziatywania biatek osoczowego uktadu generagjnk{uktadu kontaktu) z
komorkami dradzy Candida albicans’, 2010-2013 (kierownik: Prof. dr hab.
Andrzej Kozik);

6. Projekt badawczWCN Nr 2011/01/B/Nz6/00277,Rola peptydaz aspartylowych
Candida spp. w generowaniu hemocydyn,” 2011-20i8dtwnik: dr hab. P. Mak).

7.3. Projekty wspoffinansowane przez UriEuropejska

1. Bratam udziat w pracach nad przygotowaniemexcole realizagjjednego z zada
badawczych projektu strukturalneijo. POI1G.02.01.00-12-064/08
.Biotechnologia Molekularna dla Zdrowia” — ,Stworzenie kompleksowego
systemu analizy gendw na poziomie transkryptomotgomu”. Projekt ten
realizowany jest w ramach Programu Operacyjnegovimtyjna Gospodarka,
wspoffinansowanego przez Writuropejsk (2008-2012).

2. Jestem zaangawana w czs¢ prac badawczych wykonywanych w obie
projektu strukturalnegblr POIG.01.01.02-00-109/09 "Innowacyjne metody
wykorzystania komérek macierzystych w medycynie{Zadanie nr 3 -
Poszukiwanie nowych markeréw mysich, szczurzych ardzkich komorek
VSELs w celu optymalizacji ich pozyskiwania dla@elbadawczych oraz
klinicznych; Zadanie nr 5 - badanie roli genow akigydacyjnych dla zwkszenia
potencjatu regeneracyjnego VSELS) wspotfinansowarnegez Ung Europejsk
w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalggramu
Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (2007-2013).
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8. Udziat w konferencjach naukowych

8.1. Konferencje krajowe

XXIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznegaafgstok 1987, poster*
XXVI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,aask 1990, poster*

XXX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,Z&zmin 1994, 2 postery*
XXXI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, idzawa 1995, 2 postery*
XXXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznedamrua 2001, 2 postery*
XXXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznegajagsk 2003, 2 postery*

N o g kDN R

29 Kongres Federacji Europejskich Towarzystw Biodisgnych (FEBS), Warszawa

2004, poster

8. 14 Kongres Federacji Europejskich Towarzystw BiolBgslin (FESPB), Krakow 2004,
poster

9. 40 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, inubD05, poster

10. XXXIV Szkota Zimowa Wydziatu Biochemii, Biofizyki Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellaskiego, Zakopane 7-11 marca 2007, referat

11. XXXV Szkota Zimowa Wydziatu Biochemii, Biofizyki Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellaskiego, Zakopane 23-27 lutego 2008, 2 referaty*

12. XXXVI Szkota Zimowa Wydziatu Biochemii, Biofizyki Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellaskiego, Zakopane 21-26 lutego 2009, referat

13. XLV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, 010, referat + poster

14.2 Polski Kongres Biochemii i Biologii Komorki, Krakv 2011 wyktad na zaproszenie

organizatorow* + 5 posteréw

(* - czynny udziat w zjedzie — jeden z komunikatow prezentowany o&ub)

8.2. Konferencje zagraniczne

1. 14" International Congress of Biochemistry, Praga 1988ter

2. Konferencja nt. “Vitamins and the health of the glagion of Belarus and neighboring
regions”, Grodno, Biatoi) 1995, poster

3. Experimental Biology 99’ Meeting, Washington DC,rAd7-21, 1999, poster

4. 13" Congress of the Federation of European SociefiBtant Physiology (FESPP),
Hersonissos, Heraklion, Kreta, Grecja, 2-6 énz& 2002, poster*

5. 30"FEBS Congress -"9UBMB Conference, Budapest, Hungary, 2 —7 July52@0
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postery*

6. XV FESPB Congress (Federation of European SocietiBtant Biology), Lyon
(France) 17-21 July 2006, 2 postery*

7. Xl Biennial Meeting of the Society for Free RadlidResearch International, Davos
(Switzerland) August 15-19, 2006, poster

8. KININ 2007: 2% International Conference on “Exploring the Futof&ascular and
Inflammatory Mediators”, Berlin (Germany) May 3@une 2, 2007, 2 postery

9. 32" FEBS Congress, Vienna (Austria) 7-12 July 2005ogery*

10.339 FEBS Congress — 11UBMB Conference, Athens, Greece, June 28 — JURDGS,
poster

11. The 14" Biennial Meeting of the Society for Free RadicakBarch International (14
SFFRI), Beijing, China, October 18-22, 2008, 2 pogt

12.34"FEBS Congress, Prague, Czech Republic, 4-9 July, 20 ter

13.MC9 The biology of fungi. Edinburgh, UK, 1-6 Augu10, poster

14.36"FEBS Congress, Torino, Italy, 25-30 June 2011 ,gobst

(* - czynny udziat w zjedzie — jeden z komunikatow prezentowany oSné)

9. Recenzje prac naukowych
9.1. Recenzje publikacji naukowych na zaproszenie redalkoczasopism
zagranicznych
- Journal of Plant Interaction — styczé 2009, “Changes in soluble carbohydrates,
soluble amino-N, soluble proteins and free amindsam leaves and roots of salt-
stressed maize genotypes”.
- Environmental and Experimental Botany— listopad 2009, “Growth of axile and
lateral roots of maize: Response to desiccati@sstinduced by polyethylene glycol
8000".
- Microbial Pathogenesis- listopad 2009, “The Role of Diclofenac in thendrphic
transition inCandida albicans’.
. Acta Biochimica et Biophysica Sinica- marzec 2010, “Abscisic acid activates a
Ca*/calmodulin stimulated protein kinase involved miaxidant defense in maize

leaves”.
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- Plant Physiology and Biochemistry- kwiecien 2010, “Partial purification and
characterization of acid phosphatase from seedbhdsucuna pruriens (L) DC. var.
utilis”.

- Environmental and Experimental Botany — kwiecier 2010, “Seedling root growth
of tropical maize lines at various abiotic stre&ses

- Plant and Cell Physiology— kwiecier 2010, grudzig 2010, luty 2011, “Tomato
LeTHIC is a Fe-required HMP-P synthase involvethiamine synthesis and
regulated by multiple factors”.

- Plant and Cell Physiology— maj 2010, “Tomato thiamineless(tl) mutant issEal
by the transcriptional inactivation of LeThiC, whiencodes a Fe-dependent HMP
synthase involved in thiamine synthesis”.

. Acta Physiologiae Plantarum- czerwiec 2010, “Changes of glutathione reductase
activity and isoform profile induced by abioticedses in rice are associated with

hydrogen peroxide”.

9.2. Recenzje grantow dla National Science FundatqUSA)
Na pragbe NSF przygotowatam recerzpastpujacych projektéw badawczych:
- “Deducing the biochemical mechanism of thiamin icelli stress tolerance
in plants”- kwieci@ 2009;
- “Thiamine diphosphate and its pyrimidine precursorglants:

hydrolysis, regulation, and engineering’z@aiernik 2009.

9.3 Recenzja kgjzki

Dla czasopisma Elsevier, przygotowatam w maju 2@8&% recenzj ksiazki
profesoraWernera Milller-Esterla pt. “Biochemie. &kinfirung fur Mediziner und
Naturwissenschaftler”. Recenzja ta przygotowansat@sv nawizaniu do zapotrzebowania

na ksazki biochemiczne na polskim rynku wydawniczym.

10. Stae i szkolenia zagraniczne
. staz naukowy (DAAD) w Instytucie Biologii Uniwersytety Konstancji, Niemcy
(1988-1989);
. staz naukowy podoktorski w Zaktadzie Biochemii i Biololylolekularnej
Uniwersytetu Stanowego Georgii, Athens, GeorgiaAlY1997-1998);
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11.

12.

« szkolenie z zakresu wykorzystania nowoczesnych technik w badaniach oddziatywan
migdzyczasteczkowych na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu w Lublanie,
Stowenia (listopad 2009);

. szkolenie w zakresie przeprowadzania i interpretacji badan kinetycznych z
wykorzystaniem techniki rezonansu plazmonéw powierzchniowych (SPR) - GE

Healthcare, Monachium, Niemcy (czerwiec, 2010).

Nagrody i wyroznienia

« Nagroda Rektora Uniwersytetu Jagiellonskiego za cykl opublikowanych artykutéw
naukowych oraz prac do§wiadczalnych, 1993;

« Nagroda im. Antoniego Dmochowskiego przyznana przez Polskie Towarzystwo
Biochemiczne za pracg na rzecz rozwoju dydaktyki biochemii (dla wspoétautorow
podrecznika ,,Analiza instrumentalna w biochemii”), 2002;

. Nagroda Rektora Uniwersytetu Jagielloniskiego za osiagnigcia dydaktyczne (dla
zespotu wspotautoréw podrecznika ,, Wprowadzenie do chemii biatek™), 2003;

« Stypendium naukowe z Rektorskiego Funduszu Stypendialnego Uniwersytetu
Jagiellonskiego, 2004;

« Nagroda Rektora Uniwersytetu Jagiellofiskiego za osiagnigcia naukowe, 2009;

« Nagroda Rektora Uniwersytetu Jagielloniskiego za osiagnigcia naukowe, 2011.

Podzi¢gkowania
Pragne serdecznie podzigkowa¢ —

» prof. dr hab. Andrzejowi Kozikowi - nieocenionemu mentorowi i zawsze
pierwszemu recenzentowi moich prac, ktérego cenne uwagi, wskazowki a
czasem i krytyka umozliwily mi realizacje i zakoniczenie wielu projektow;

> prof. dr hab. Zdzistawowi Zakowi — za nieustanny uSmiech i wiare we mnie;

> Kolezankom i Kolegom z Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, za ich
pomoc i zyczliwo$¢ w codziennej pracy;

> wszystkim moim Magistrantom, ktérych zapat i optymizm pomagat
przezwycigza¢ kazde trudnosci;

» i moim Najblizszym, za ich cieplo, zrozumienie i troske...

i p ) »
t*‘;(/v“: 2ol \k)"(‘/ /'\/ G-~ (}L"J f,'\.\'\
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