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1. Imie i Nazwisko: BEATA MYSLIWA-KURDZIEL

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy,

miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

VI 1993 — tytul zawodowy magistra fizyki uzyskany na Wydziale Matematyki i Fizyki
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie;
specjalnosé; fizyka medyczna i ochrona srodowiska;

studia ukonczone z wynikiem bardzo dobrym.

VI 2000 — stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii
na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
tytut rozprawy doktorskiej: “Spectral properties of the protochlorophyllide— and
chlorophyllide— protein complexes in relation to the organisation of the internal plastid
membranes” - praca zostata wyrdzniona przez Rad¢ Naukowgq Instytutu Biologii
Molekularnej na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UJ oraz nagrodzona Nagroda
Prezesa Rady Ministrow (2001)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Od 1 pazdziernika 1993 do chwili obecnej jestem zatrudniona na Wydziale Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii (wczesniej byly to: Instytut Biologii Molekularnej oraz Wydziat
Biotechnologii) Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, kolejno na stanowiskach:

asystenta stazysty (1993-1994)

asystenta (1994-2003)

adiunkta (od 2003)

W latach 1995-1996; 2001-2002 i 2006-2007 przebywatam na urlopach macierzynskich i

wychowawczych (facznie 29 miesigey)

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiggniecia naukowegol/artystycznego:
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Moje najwazniejsze osiagniecie naukowe, stanowigce podstawe¢ do zlozenia przeze mnie
wniosku o wszczecie postegpowania habilitacyjnego, stanowi jednotematyczny cykl 9

publikacji z lat 2004-2013 przedstawionych pod wspdlnym tytutem:

,»Charakterystyka wlasciwosci absorpcyjnych i fluorescencyjnych protochlorofilidu
w wybranych ukladach modelowych i naturalnych”

b) Wykaz prac (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa
wydawnictwa),
Prace przedstawione sa w kolejnosci chronologicznej. Moj udziat w wykonaniu ponizszych

prac zostal okreSlony w Zataczniku 4 pkt IB. Kopie prac zebrane zostaly w Zalaczniku 6.

Oswiadczenia wspoOtautoréw zawiera Zalacznik 7.

*-autor korespondencyjny pracy

H1. J. Kruk® and B. Mysliwa-Kurdziel (2004) Separation of monovinyl and divinyl

protochlorophyllides using C30-reverse phase high-performance liquid chromatography

column: analytical and preparative applications Chromatographia, 60, 117-123
ol IF2004 - 1.145 Pkt MNiSW - 20

H2. B. Mysliwa-Kurdziel, J. Kruk, K. Strzalka’ (2004) Fluorescence lifetimes and spectral

properties of protochlorophyllide in organic solvents and their relations to the respective

parameters in vivo. Photochem. Photobiol. 79, 62-67
IF2004 — 2.054 Pkt MNiSW - 20

H3. B. Mysliwa-Kurdziel and K. Strzalka® (2005) Influence of selected heavy metal ions on

early steps of deetiolation process in wheat: fluorescence spectral changes of

protochlorophyllide and newly formed chlorophyllide, Agr. Ecosyst. Environ. 106, 199-207
IF2005 - 1.495 Pkt MNiSW - 32

H4. K. Solymosi, B. Mysliwa-Kurdziel, K. Boka, K. Strzatka, B. Boddi” (2006) Disintegration

of the prolamellar body structure at high concentrations of Hg2+, Plant Biol. 8, 627-635
IF2006 — 2.053 Pkt MNiSW - 32

HS. B. Mysliwa-Kurdziel, K. Solymosi, J. Kruk, B. Boddi', K. Strzatka (2007) Protochlorophyll

aggregates with similar steady-state fluorescence characteristics differ in fluorescence

lifetimes. A model study in Triton X-100, J. Photochem. Photobiol. B: Biol. 96, 262-271
IF2007 - 1.919 Pkt MNiSW - 20



Beata Mysliwa-Kurdziel Zatgcznik 3

H6. B. Mysliwa-Kurdziel ", K. Solymosi, J. Kruk, B. Boddi, K. Strzatka (2008) Solvent effects

on fluorescence properties of protochlorophyll and its derivatives with various porphyrin

side chains, Eur. Biophys. J. 37, 1185-1193
IF2008 - 2.409 Pkt MNiSW"' - 27

H7. B. Mysliwa-Kurdziel, K. Strzatka (2010) Indukowana $wiattem redukcja protochlorofilidu

u okrytonasiennych, a rozwoj chloroplastow. Postepy Biochemii 56, 418-426
IF -0 Pkt MNiSW -6

HS8. B. Mysliwa-Kurdziel’, J. Kruk, K. Strzatka (2013) Protochlorophyllide and

protochlorophyll in model membranes - an influence of hydrophobic side chain moiety.

Biochim. Biophys. Acta, 1828, 1075-1082
IF2011 — 3.990 Pkt MNiSW - 32

H9. B. Mysliwa-Kurdziel*, J. Kruk, K. Strzatka (2013) Protochlorophyllide in model systems -
an approach to in vivo conditions. Biophys. Chem. Doi: 10.1016/j.bpc.2013.02.002

IF2011 — 2.203 Pkt MNiSW - 27

c) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikow

wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wykaz stosowanych skrétéw: Chlid - chlorofilid; LPOR - zalezna od $wiatta oksydoreduktaza
Pchlid:NADPH; Pchl - protochlorofil; Pchlid - protochlorofilid; PLB - ciata prolamellarne;

Wstep:
Protochlorofilid (Pchlid) jest jednym z produktow posrednich szlaku biosyntezy

chlorofilu, podstawowego barwnika fotosyntetycznego. Jego przemiana do chlorofilidu
(Chlid) u okrytonasiennych jest indukowana swiatlem i katalizowana przez oksydoreduktaze
Pchlid:NADPH (LPOR, EC.1.3.1.33). LPOR jest jedynym enzymem katalizujacym
konwersje Pchlid-Chlid w roslinach okrytonasiennych. Rosliny te w toku ewolucji utracity
geny reduktazy Pchlidu, dzialajacej niezaleznie od $wiatta i obecnej w fotosyntetyzujacych
organizmach od bakterii po nagonasienne. Proces biosyntezy chlorofilu w roslinach
okrytonasiennych jest zatem catkowicie zalezny od $wiatla.

Reakcja fotoredukcji Pchlidu stanowi kluczowy etap regulacji rozwoju okrytonasiennych.

W siewkach tych roslin pozbawionych dostepu $wiatta synteza chlorofilu nie zachodzi,

! Punktacja MNiSW wg komunikatu MNiSW z dn 17 wrze$nia 2012 roku.
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dochodzi natomiast do nagromadzenia Pchlidu. Siewki takie rozwijaja si¢ na drodze

skotomorfogenezy, wykazujac réoznice na poziomie morfologii, a takze ultrastrukturalnym 1

molekularnym. Uwaza si¢ ponadto, ze calkowite uzaleznienie redukcji Pchlidu od swiatla jest

jednym z elementdw mechanizmu ochronnego roslin przed stresem oksydacyjnym, ktory
rozwija si¢ przy ekspozycji etiolowanej siewki na dziatanie $wiatla, np. w poczatkowych
etapach wzrostu.

Badania nad biosynteza chlorofilu i rozwojem aparatu fotosyntetycznego w roslinach
okrytonasiennych prowadzone sg obecnie w wielu laboratoriach na $wiecie i obejmujg migdzy
innymi:

- wyjasnienie mechanizmu reakcji fotoredukcji Pchlidu z zastosowaniem ultraszybkich
technik spektroskopowych (absorpcja i fluorescencja stanow posrednich, czasowo-zalezne
spektroskopie FTIR i UV-VIS). LPOR jest obiektem zainteresowan badaczy jako
modelowa oksydoreduktaza, ktorej podstawowa zaleta jako modelu jest indukcja $wiattem
jego aktywnosci katalityczne;.

- poznanie struktur barwnikowo-biatkowo-lipidowych charakterystycznych dla etioplastow
siewek rosnacych w ciemnosci (etiolowanych), tj. ciala prolamellarnego (PLB) i
protylakoidéw. Prowadzone prace maja na celu opisanie struktury i funkcji PLB oraz
wyjasnienie molekularnych mechanizméw powstawania i rozpadu tej struktury. Osobnym
zagadnieniem jest opisanie koncowych etapow biosyntezy chlorofilu nastgpujacych po
indukowanej §wiatlem redukcji Pchlidu w odniesieniu do indukowanych swiattem zmian w
strukturze PLB zachodzacych podczas poczatkowych etapdw procesu zielenienia.

- scharakteryzowanie poszczegélnych etapdw rozwoju aparatu fotosyntetycznego
zachodzacych w czasie deetiolacji tj. przejscia pomigdzy rozwojem siewki w ciemnosci
(skotomorfogeneza), a rozwojem w swietle (fotomorfogeneza). Badania te sa
ukierunkowane na okre$lenie korelacji miedzy struktura i1 funkcja w czasie rozwoju

chloroplastow, jak réwniez na opisanie mechanizmdéw regulacji procesu zielenienia.

Moje gléwne zainteresowania badawcze dotycza procesu wyksztalcania aparatu

fotosyntetycznego w  roslinach  okrytonasiennych, w szczegdlnosci wyjasnienia
molekularnych mechanizméw powstawania bton wewnetrznych etioplastow i ich rearanzacji
podczas poczatkowych etapéow deetiolacji. Mimo iz proces ten jest badany juz od
kilkudziesigciu lat i wiele prac dotyczacych réznych aspektéw przemiany etioplast-
chloroplast zostalo opublikowanych, molekularny mechanizm tych przemian oraz ich

regulacja pozostaje nadal slabo poznana. W szczegélnosci niewyjasnione pozostaja:
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mechanizm  wigzania  Pchlid-LPOR i  skladania  fotoaktywnych  kompleksow
Pchlid:LPOR:NADPH, agregacja tych kompleksow, jak rowniez mechanizm oddziatywania
sktadnikéw kompleksu Pchlid:LPOR:NADPH z lipidami budujacymi PLB. Opisanie
mechanizmu rozpadu komplekséw Chlid:LPOR:NADPH/NADP', powstalych w wyniku
fotoredukcji Pchlidu réwniez wymaga dodatkowych badan. Rozmieszczenie kompleksow
Pchlid/Chlid-LPOR wzgledem siebie i w regularnej strukturze PLB jest nadal przedmiotem
dyskusji.

W wigkszosci opublikowanych prac w tym temacie, pokazano i scharakteryzowano
heterogennos¢ biochemiczng i spektralng Pchlidu zgromadzonego w etioplastach. Wykazano
istnienie Pchlidu niezwigzanego z LPOR oraz wbudowanego w trojsktadnikowe kompleksy
Pchlid:LPOR:NADPH, ktore tworza agregaty o roznej wielkosci i organizacji. Ponadto
opisano przemiany spektralne obserwowane w czasie pierwszych kilkudziesigciu minut po
zainicjowaniu deetiolacji zarowno krdotkim blyskiem $wiatla, ktéry powoduje natychmiastowa
fotoredukcj¢ catej puli Pchlidu zwiazanego w kompleksy Pchlid:LPOR:NADPH, jak réwniez
oswietleniem ciaglym, podczas ktdrego obserwuje si¢ ciagly biosynteza chlorofilu. W pracach
tych  koncentrowano si¢ glownie na szczegélowym opisie wilasciwosci spektralnych
(absorpcyjnych i fluorescencyjnych) Pchlidu in vivo z zastosowaniem analizy sktadowych
gaussowskich widm zarejestrowanych zar6wno w temperaturze pokojowe;j jak i 77 K oraz 10
K. Z zastosowaniem mikroskopii elektronowej scharakteryzowano struktur¢ PLB w
etioplastach roslin réznych gatunkéw oraz opisano zmiany strukturalne wywotane
fotoredukcja Pchlidu. Aktualny stan wiedzy na temat indukowanej $wiattem redukcji Pchlidu
u okrytonasiennych zostat przeze mnie przedstawiony w pracy przegladowej opublikowane;j
w Postepach Biochemii (publikacja H7), ktéra stanowi jedyne podsumowanie tego tematu w

jezyku polskim.

Cel badan

Tematyka prac przedstawianych do oceny wpisuje si¢ w zakres badan prowadzonych w
innych laboratoriach, a jednoczesnie stanowi ich rozszerzenie i uzupehienie. Celem tych prac
bylta: charakterystyka wiasciwosci absorpcyjnych i fluorescencyjnych Pchlidu w wybranych
uktadach modelowych: rozpuszczalnikach organicznych, uktadach symulujacych naturalne
uktady lipidowe (micele i liposomy) oraz wewngetrznych btonach etioplastéw izolowanych z
etiolowanych lisci. Prace te stanowia podstawe do wyjasnienia mechanizmu oddziatywania
Pchlidu z jego otoczeniem molekularnym in vivo i okreslenia lokalizacji czasteczek Pchlidu w

strukturze lipidowej PLB. W przeciwienstwie do licznych prac wykonanych dla chlorofili 1
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ich pochodnych w réznych uktadach modelowych, prace dotyczace Pchlidu sa nieliczne. Z
uwagi na to, ze ilos¢ i geometria ukladu sprzgzonych wigzan podwodjnych w czasteczce
Pchlidu ulega zmianie w wyniku jego redukcji do Chlidu, wyniki uzyskane dla chlorofili w
réznych uktadach modelowych nie sa dobrym odniesieniem dla Pchlidu. Osobnym celem
badan byta analiza wptywu wybranych jonoéw metali cigzkich na wlasciwosci spektralne
Pchlidu i struktur¢ PLB izolowanych i oczyszczonych z etiolowanych siewek pszenicy.
Doswiadczenia te dostarczyly nowych danych do opisu zmian wtasciwosci Pchlidu i Chlidu w
PLB podczas kontrolowanego niszczenia tej struktury, a uzyskane wyniki stanowig

uzupeltnienie badan w uktadach modelowych.

Opis uzyskanych wynikow:

Prace zmierzajace do realizacji w/w celow rozpoczetam od opracowania metody ekstrakcji
i oczyszczania Pchlidu z etiolowanych lisci pszenicy (Triticum aestivum L.) poddanych
dziataniu kwasu d-aminolewulinowego celem zwigkszenia zawartosci Pchlidu. Opracowana
metoda obejmowata poza wstgpnym oczyszczaniem acetonowego ekstraktu roslinnego
tradycyjnymi metodami chromatograficznymi, réwniez oczyszczanie preparatywne z
zastosowaniem wysokosprawnej chroma{tograﬁi cieczowe] (HPLC). Czystos$¢ uzyskanego
Pchlidu sprawdzatam za pomocg spektrometrii  masowej, spektrofotometrycznie oraz
przeprowadzajac agregacj¢ barwnika w ukladzie rozpuszczalnikow organicznych. Opis
opracowanej metody stanowi przedmiot publikacji H1, ktora ukazata si¢ w czasopismie
Chromatografia. Metoda ta pozwala na otrzymanie preparatow Pchlidu, osobno formy
monowinylowej (MV-Pchlid) i diwinylowej (DV-Pchlid), wolnych od zanieczyszczen 1 moze
by¢ stosowana do celéw analitycznych i preparatywnych. Barwniki oczyszczane ta metoda
stosowano w pozostatych pracach przedstawianych do oceny.

W pierwszym etapie badan dokonatam analizy wlasciwosci absorpcyjnych i
fluorescencyjnych Pchlidu w serii rozpuszczalnikow organicznych o réznych parametrach
fizyko-chemicznych. Rozpuszczalniki organiczne stanowig najprostszy uklad modelowy
umozliwiajacy systematyczng analize niespecyficznych i specyficznych oddziatywan migdzy
czasteczkami rozpuszczonej substancji, a czasteczkami rozpuszczalnika. W opisywanych
doswiadczeniach zastosowalam rozpuszczalniki rozniace si¢ stata dielektryczng oraz
wspotczynnikiem zatamania $wiatta. Ponadto, dobralam je z uwagi na mozliwos¢
oddziatywan specyficznych z czasteczka Pchlidu, w tym rozpuszczalniki protyczne oraz
zdolne do koordynacji centralnego jonu magnezu. Obserwowatam niewielkie roznice w

potozeniu pasm absorpcji i fluorescencji Pchlidu w rozpuszczalnikach aprotycznych i wigkszy
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wplyw rozpuszczalnikéw protycznych (alkohole) oraz zdolnych do koordynacji jonu Mg*" w
centrum uktadu tetrapirolowego (pirydyna, tetrahydrofuran). Stwierdzitam zalezno$¢ migdzy
polozeniem maksiméw pasm Soreta i Q, w widmie absorpcji, a polaryzowalnoscia
rozpuszczalnika, glownie cztonem réwnania zaleznym od wspdiczynnika zatamania $wiatta
(R(n)=(n2-1)/(n2+2)), chociaz obserwowalam znaczna dyspersj¢ punktow pomiarowych.
Przesuniecie Stokesa miescilo si¢ w przedziale 50-300 cm™, co réwniez wskazuje na staby
wplyw  oddzialywan niespecyficznych na  wlasciwosci  spektralne Pchlidu. W
rozpuszczalnikach protycznych, przesunigcie Stokesa byto wigksze niz w rozpuszczalnikach
aprotycznych oraz wykazywalo silniejsza zalezno$¢ od polaryzowalnosci rozpuszczalnika.
Najwigcksze przesunigcie Stokesa stwierdzitam dla metanolu, ktérego czasteczki moga
tworzy¢ zarowno wiazania koordynacyjne jak i wodorowe z czasteczkami Pchlidu. Wigksze
przesunig¢cie Stokesa bylo skutkiem obnizenia energii stanu S; Pchlidu. W przypadku
pirydyny, ktorej czasteczki moga koordynowac centralny jon Mg2+ czasteczki Pchlidu,
przesunigcie Stokesa rowniez bylo wigksze niz dla innych rozpuszczalnikéw o podobnej
polaryzowalnos$ci. Zanik fluorescencji Pchlidu w badanych rozpuszczalnikach organicznych
mial charakter monoeksponencjalny, a czas zaniku fluorescencji przyjmowat wartosci od
5.240.1 ns do 3.5+0.1 ns, zmierzone odpowiednio dla Pchlidu w 1,2-dioksanie i w metanolu.
Dodatek wody do Pchlidu rozpuszczonego w metanolu skutkowat dalszym przesunigciem
maksimum fluorescencji w stron¢ fal dtuzszych i skrdceniem czasu zaniku fluorescencji w
poréwnaniu do Pchlidu w metanolu. Opisane powyzej wyniki zostaly opublikowane w pracy
H2?, kt6ra ukazata sic w Photochemistry and Photobiology.

Podobne doswiadczenia wykonalam dla protochlorofilu (Pchl), czyli Pchlidu
posiadajacego wielowegglowodorowy podstawnik przy reszcie kwasu propionowego. W
przypadku Pchlu in vivo najczg$ciej podstawnikiem tym jest geranylogeraniol lub fitol. W
tym czasie nawigzatam wspotpracg naukowa z prof. Béla Boddi z Uniwersytetu im. Loranda
E6tvosa w Budapeszcie. Czes$é doswiadczen zostata wykonana pod moim nadzorem przez dr
Katalin Solymosi, 0wczesng doktorantk¢ prof. Boddi. Wyniki doswiadczen wykonanych dla
Pchlu opublikowatam w European Biophysical Journal with Biophysics Letters (H6). Badania
te pokazaly réznice w potozeniu maksimum absorpcji i fluorescencji Pchl w badanych

rozpuszczalnikach podobne do obserwowanych dla Pchlidu. Ponadto wykazaly one wigksze

2 Wstepne wyniki z w/w pomiaréw zostaly wiqczone do rozprawy doktorskiej, ktérq obronitam w 2000 roku. Nie
zostaly one opublikowane z uwagi na to, ze Pchlid uzywany w tych badaniach byt zanieczyszczony produktami
rozkladu i lipidami. Ponadto stanowil mieszaning MV i DV-Pchlidu. Calosé doswiadczehr powtorzono po
otrzymaniu oczyszczonego MV-Pchlidu- procedura izolacji zostata opublikowana w pracy Hl, wyniki ponownie
wykonanych doswiadczen opublikowano w pracy H2.
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niz dla Pchlidu przesunig¢cie Stokesa w pirydynie i rozpuszczalnikach protycznych oraz
dluzszy czas zaniku fluorescencji Pchl (za wyjatkiem otrzymanego dla metanolu). Czas
zaniku fluorescencji zaréwno Pchlu i Pchlidu ulegat skroceniu ze wzrostem polaryzowalnosci
rozpuszczalnika, a efekt byt znacznie wigkszy w przypadku rozpuszczalnikow protycznych.
Pokazatam ponadto (H2 i H6), ze liczba wigzan koordynacyjnych Mg nie wpltywa na czas
zaniku fluorescencji. Zaleznos$¢ taka byta obserwowana dla chloryny i bakteriochloryny, co
zostato pokazane w pracach P9 i P13°, a opisane ponizej (pkt 5).

W pracy HS opublikowanej w Journal of Photochemistry and Photobiology przedstawilam
wyniki badan Pchlu w obecnosci Tritonu X-100, réwniez prowadzonych we wspotpracy z
Prof. Boddi i Dr Solymosi. Ksztalt widma fluorescencji Pchlu rozpuszczonego w Tritonie X-
100, ktory jest niejonowym detergentem, byt ré6zny dla wzbudzenia falg o dtugosci 440 i 480
nm. Przy wzbudzeniu falg o dtugosci 440 nm, obserwowalam pojedyncze pasmo fluorescencji
z maksimum przy 631 nm, natomiast przy wzbudzeniu falg o dtugosci 480 nm w widmie
widaé bylo pasmo przy 680 nm i drugie przy 631.5 nm, o znacznie mniejszej intensywnosci.
Czas zaniku fluorescencji Pchlu posiadajacego maksimum fluorescencji przy 631 nm wynosit
5.440.1 ns i1 byl poréwnywalny do wartosci zmierzonych dla monomeréw Pchl w
rozpuszczalnikach organicznych, tj. eterze dietylowym i acetonie (H6). Czas zaniku
fluorescencji Pchl w formie zagregowanej wykazujacego maksimum fluorescencji przy 680
nm wynosit 2.8+0.1 ns. Wyniki te pokazaty tendencje¢ Pchl do tworzenia agregatow w Triton
X-100 nawet dla niskich stezen Pchl (~107° M).

Intensywnos¢ 1 struktura widm fluorescencji Pchlu w micelarnych roztworach Tritonu X-
100 silnie zalezata od stgzenia Pchlu i detergentu oraz ich wzglednych proporcji, jak rowniez
od sposobu sporzadzania probki. Dla niskich st¢zen Pchlu obserwowalam monomery tego
barwnika charakteryzujace si¢ polozeniem maksimum fluorescencji przy 631-634 nm i
czasem zaniku fluorescencji ok. 5.5 ns. Przygotowujac probki o roznym stezeniu Pchl, lub
zmieniajac to stgzenie poprzez rozcienczanie micelarnych roztworow Tritonu X-100 o
wysokich stezeniach Pchl buforem lub micelami Tritonu X-100 nie zawierajacymi Pchlu
otrzymywaliSmy ro6znag struktur¢ widm fluorescencji dla pordwnywalnych stgzen tego
barwnika. We wszystkich widmach stwierdziliSmy obecnos$¢ pasm posiadajacych maksima
przy 631-634, 645-655, 680—-692 i powyzej 700 nm, ale ich wzgl¢dna intensywnos¢ zalezata

od sposobu przygotowania probki. Pasmo fluorescencji z maksimum w zakresie 645-655 nm,

3 P9: L. Fiedor, M. Stasiek, B. Mysliwa-Kurdziel and K. Strzatka (2003) Photosynth. Res. 78, 47-5;
P13: L. Fiedor, A. Kania, B. Mysliwa-Kurdziel, L. Orzet, G. Stochel (2008) Biochim. Biophys Acta, 1777, 1491-
1500; prace z moim udziatem spoza dorobku habilitacyjnego.
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charakterystyczne dla agregatow Pchlu, bylo stabilne tylko w przypadku bezposrednio
sporzadzonych mieszanin w okre$lonych proporcjach skladnikow. Diugofalowe pasmo
fluorescencji Pchlu z maksimum przy 680-692 nm bylo widoczne zar6wno w przypadku
micelarnych jak i bardzo rozcienczonych roztworéw Tritonu X-100. Zostalo ono opisane jako
charakterystyczne dla uwodnionych kompleksow Pchlu, ktore nie ulegaja rozpuszczeniu przy
dodawaniu do probki micelarnego roztworu Tritonu X-100 nie zawierajacego Pchlu, ani tez
przy rozcieficzaniu probek buforem. Z pomiaréw czasu zaniku fluorescencji otrzymaliSmy
dwie wartosci, w zakresie 1.4-3.9 ns oraz 0.15-0.84 ns, charakterystyczne dla agregatow
Pchlu i silnie zalezne od sposobu sporzadzania probki.

Uzyskane przez nas wyniki pokazuja, ze usrednione w czasie pomiary fluorescencji (ang.
steady-state  fluorescence) sa niewystarczajace do opisania dynamicznego uktadu
zagregowanego Pchlu. Rozne wartosci czasoOw zaniku fluorescencji otrzymane dla
komplekséw Pchlu o podobnych widmach fluorescencji odzwierciedlaja réznice w ich
strukturze molekularnej, geometrii uktadu oraz oddzialywaniach miedzyczasteczkowych.
Zatem doktadna charakterystyka natywnych i modelowych porfiryn i barwnikoéw
chlorofilowych wymaga kompleksowej analizy.

Analiza porownawcza Pchlidu i Pchlu w liposomach byla kolejnym etapem badan. Jej
celem bylo okreslenie lokalizacji czasteczek tych barwnikéw wzgledem dwuwarstwy
lipidowej oraz roli hydrofobowego tancucha bocznego czasteczki Pchlu w oddziatywaniach z
dwuwarstwa lipidowa i w procesie wbudowywania do liposomow. Wyniki tych doswiadczen
zostaty opublikowane w Biochimica et Biophysica Acta; Biomembranes (H8). W badaniach
stosowatam male jednowarstwowe liposomy (SUV) sporzadzone z fosfolipidow: lecytyny
jajowej (EYL) oraz dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC). Ponadto wykorzystalam
liposomy przygotowane =z galaktolipidow: digalaktozylodiacyloglicerolu (DGDG) 1
monogalaktozylodiacyloglicerolu (MGDG) zmieszanych w réznych proporcjach. Galaktolipidy
buduja blony wewngtrzne etioplastow. Liposomy uzywane do badan zawieraty od 0.1 do 4 mol%
Pchlidu lub Pchlu. W badanym zakresie st¢zenn obserwowatam spontaniczne wbudowywanie
Pchlidu w liposomy. Widma fluorescencji tych probek byly charakterystyczne dla monomerow
Pchlidu. Pchl zachowywat si¢ podobnie w przypadku liposoméw zbudowanych z galaktolipidow, a
w przypadku liposomow z fosfolipidéw — tylko dla niskiej zawartosci barwnika (~0.1 mol%). Przy
wyzszych stezeniach Pchlu w liposomach z fosfolipidow obserwowatam przejsciowe powstawanie
agregatow tego barwnika, co bylo widoczne jako dodatkowe pasmo fluorescencji z maksimum przy

685 nm.
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Maksimum fluorescencji obu barwnikéw w liposomach bylto przesunigte w strong fal duzszych
w poréwnaniu do sredniego potozenia odpowiednich maksiméw w rozpuszczalnikach
organicznych (H2, H6), a najbardziej zblizone do wartosci zmierzonych w pirydynie 1
rozpuszczalnikach protycznych (alkohole). Przesunigcie Stokesa obliczone dla Pchlu 1 Pchlidu w
liposomach bylo wzglednie duze, podobne do odpowiednich wartosci otrzymanych dla tych
barwnikow w metanolu, co wskazuje na obecnos¢ specyficznych oddziatywan badanych
barwnikow z lipidami. Dzigki obecnosci reszt galaktozy w galaktolipidach lokalne otoczenie
czasteczki Pchlidu lub Pchlu w liposomach staje si¢ podobne do otoczenia w rozpuszczalnikach
protycznych. Zwiterjonowe grupy fosfolipidow moga réwniez oddziatywac specyficznie z
czasteczkami Pchlidu lub Pchlu.

Potozenie maksimum fluorescencji monomeréw Pchlu w liposomach bylo przesunigte w strong
fal krotszych (ok. 5 nm), a jego czas zaniku fluorescencji byt dtuzszy w poréwnaniu do wynikow
uzyskanych dla Pchlidu. Podobne zaleznosci obserwowalam w rozpuszczalnikach organicznych
(H2 i H6). Obserwacja ta jest istotna i wskazuje na wptyw dtugiego hydrofobowego podstawnika w
czasteczce Pchlu na oddziatywanie uktadu porfirynowego z jego otoczeniem molekularnym. Wraz
z redukcja wiazania w czasteczce Pchlidu ‘prpwadza_cac do powstania Chlidu, wptyw hydofobowego
podstawnika na wiasciwosci fluorescencyjne chlorofili zmniejsza si¢; podobnie jest w przypadku
bakteriochlorofilu (pokazane w pracach P9 i P13).

Badanie lokalizacji czasteczek Pchlu i Pchlidu wzgledem dwuwarstwy lipidowej liposomow
przeprowadzitam metoda wygaszania fluorescencji z zastosowaniem polarnych i1 blonowych
wygaszaczy, tj. KJ oraz pochodnych nitroksylowych kwasu stearynowego (SASL). Doswiadczenia
te potwierdzity wbudowywanie si¢ Pchlidu i Pchlu w dwuwarstwe lipidowa i ujawnily lokalizacje
uktadu porfirynowego tych barwnikéw w obszarze glow polamych lipidow. Pchl zanurzony jest
glebiej w dwuwarstwie lipidowej w wyniku oddzialywan hydrofobowych migdzy hydrofobowym
podstawnikiem ukladu porfirynowego czasteczki Pchlu, a tancuchami kwaséw thuszczowych
lipidow. Na podstawie analizy wygaszania fluorescencji za pomoca KJ stwierdzitam, ze tylko cz¢$¢
populacji czasteczek Pchlu jest dostgpna dla wygaszacza, a wielko$¢ tej puli zalezy od skladu
lipidowego liposomow. W przypadku liposoméw przygotowanych z EYL 1 galaktolipidow
wielkos¢ puli Pchlu dostgpnego dla wygaszania KJ ksztaltowala si¢ na poziomie ok. 60% 1 byta
zdecydowanie mniejsza dla liposoméw z DPPC (44%). W przypadku liposoméw z DPPC réwniez
czg$¢ puli Pchlidu byla niedostgpna dla wygaszacza. Uwzgledniajac fakt, ze w temperaturze
pokojowej, w ktorej wykonano doswiadczenia dwuwarstwa lipidowa z DPPC byta w stanie zelu

podczas gdy liposomy z pozostatych badanych lipidéw w stanie cieklokrystalicznym nalezy
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podkresli¢, ze lokalizacja badanych barwnikéw w dwuwarstwie lipidowej liposomoéw moze
rowniez zaleze¢ od jej stanu fizycznego.

Kolejna praca, ktora ukazata sie w Biophysical Chemistry (H9) rowniez dotyczy badan
Pchlidu w uktadach modelowych: liposomach, odwroconych micelach i rozpuszczalnikach
organicznych z zastosowaniem elektronowej spektroskopii absorpcyjnej 1 metod
fluorescencyjnych. W tej pracy przedstawitam kompletny opis wiasnosci absorpcyjnych i
fluorescencyjnych monomeréw i agregatow Pchlidu oraz wptywu lipidéw na oddziatywania
Pchlid-Pchlid. Oprdocz liposoméw o skladzie uzywanym w poprzedniej pracy (HS)
zastosowatam liposomy z galaktolipidow zawierajace fosfatydyloglicerol (PG) oraz
sulfochinowozylodiacyloglicerol (SQ) i nasladujace sktadem blony wewngtrzne etioplastow
in vivo. Ponadto zwigekszylam zakres zawartosci Pchlidu w liposomach do 17 mol%, co
odpowiada proporcji Pchlid:lipidy rownej 1:5.

Nie obserwowatam znaczacych roéznic w polozeniu pasm absorpcji 1 fluorescencji oraz
wartosci czasu zaniku fluorescencji miedzy monomerami Pchlidu w liposomach o réznym
sktadzie. Struktura widma absorpcji i potozenie pasm Soreta i Qy pozostawaly niezmienne az
do 6 mol% zawartosci Pchlidu w liposomach. W liposomach ztozonych z galaktolipidéw i o
duzej zawarto$ci Pchlidu zaobserwowatam proces agregacji tego barwnika. Wedlug dostgpne;
mi wiedzy, jest to pierwszy opis agregacji Pchlidu w lipidowych uktadach modelowych.
Pasma absorpcji agregatow Pchlidu posiadaty maksima przy 480 i 650 nm. Przy wzbudzeniu
fala o dtugosci 480 nm obserwowatam fluorescencj¢ agregatow Pchlidu z maksimum przy
656 nm i czasach zaniku fluorescencji rownych 0.1 ns i 1-2 ns. Wzgledna intensywnos$¢ pasm
pochodzacych od agregatow rosta w czasie co wskazuje na to, iz proces agregacji wymaga
reorganizacji uktadu Pchlid-lipidy. Na podstawie rozktadu widm absorpcji w zakresie pasma
Q na sktadowe gaussowskie/lorentzowskie stwierdzitam, ze w liposomach z galaktolipidow
pasmo pochodzace od agregatow Pchlidu i posiadajace maksimum przy 654 nm pojawia si¢
przy zawarto$ci 9 mol% Pchlidu. W widmach absorpcji Pchlidu w liposomach z EYL nie
obserwowalam pasm charakterystycznych dla agregatéw Pchlidu. Analiza sktadowych
gaussowskich/lorentzowskich widma ujawnita jednak obecno$¢ dodatkowego pasma o
niewielkiej amplitudzie z maksimum przy 642 nm, pochodzacego od agregatow Pchlidu o
mniejszym stopniu agregacji w poréwnaniu do liposomow z galaktolipidéw. Pasmo to bylo
obecne w probkach zawierajacych co najmniej 9 mol% Pchlidu. Polarne reszty galaktozy w
czasteczkach galaktolipidow wydaja si¢ by¢ istotne dla procesu agregacji Pchlidu. W

porownaniu do Pchlidu w roztworach wodnych, obecnos¢ liposomoéw utrudniata proces
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agregacji, a powstate agregaty pozostawaly zwigzane z liposomami lub wbudowane w
dwuwarstwe lipidowa.

W opisywanej pracy badalam rowniez wlasciwosci monomeroéw i agregatow Pchlidu w
micelarnych roztworach z dioktylosulfobursztynianu sodu (AOT) w izooktanie. Ten
detergent tworzy micele odwrocone, w ktorych grupy polarne tworza rdzen miceli, a
hydrofobowe tancuchy skierowane sa na zewnatrz i eksponowane do hydrofobowego
srodowiska rozpuszczalnika. Woda w tym uktadzie gromadzi si¢ w obszarze rdzenia miceli,
ponadto wyrdzni¢ mozna tzw. wodg ,,zwigzang” w obszarze hydrofilowych reszt detergentu
oraz wode ,,swobodna” (ang. bulk water) wypelniajaca wnetrze miceli. Stopniowe dodawanie
wody prowadzi do kontrolowanego i stopniowego uwodnienia czasteczek wbudowanych w te
micele i umozliwia symulacje srodowiska wystgpujacego w obszarach blisko powierzchni
blony. Stopniowe dodawanie wody do miceli z AOT zawierajacych monomery Pchlidu
skutkowalo batochromowym przesunigciem potozenia maximum fluorescencji z 636 nm w
micelach bezwodnych do 642 nm dla udzialu molowego wody: [H,O]/[AOT]=16. Ta
obserwacja potwierdza wplyw oddziatywan specyficznych poprzez wiazania wodorowe na
wlasnosci fluorescencyjne Pchlidu oraz wskazuje na lokalizacj¢ monomeréw Pchlidu w
obszarze grup polarnych AOT. Stopniowe dodawanie wody do miceli z AOT zawierajacych
agregaty Pchlidu indukowato proces rozpadu agregatow i pojawienie si¢ monomeroéw Pchlidu
juz przy niskiej zawartosci wody, co wskazuje na lokalizacj¢ agregatow Pchlidu rowniez w
obszarze grup polarnych AOT oraz na to, ze wlasnosci dynamiczne wody w ukladzie sa
istotne dla formowania lub rozpadu agregatéw Pchlidu.

Wykonatam rowniez doswiadczenia nad procesem agregacji Pchlidu w rozpuszczalnikach
organicznych. Zaobserwowalam agregacj¢ Pchlidu zaréwno w rozpuszczalnikach
hydrofobowych, np. chloroform, toluen, jak i mieszaninach alkoholu izoamylowego z
toluenem lub izooktanem, przy czym proporcja tych solwentow silnie wplywata na kinetyke
powstawania agregatow. Ponadto, stwierdzitam, ze zdolno$¢ do agregacji moze by¢
traktowana jako kryterium czystosci preparatu Pchlidu, gdyz obecnos¢ produktéw jego
rozkladu silnie hamuje lub uniemozliwia agregacje. Obecnos¢ zagregowanego Pchlidu
przejawiata si¢ jako dodatkowe pasma absorpcji w zakresie pasma Soreta 1 pasma Qy, z
maksimum odpowiednio w zakresach 470-490 nm oraz 650-660 nm. Po raz pierwszy
wykazatam fluorescencje i zmierzytam czas zaniku fluorescencji tych agregatow w
temperaturze pokojowej. Wyniki tych doswiadczen zostaly wlaczone w prace H1, H2 1 H9.

Rownolegle z badaniami prowadzonymi dla Pchlidu w ukladach modelowych

prowadzitam doswiadczenia majace na celu charakterystyke wlasciwosci fluorescencyjnych
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naturalnych bton etioplastow. Prace, ktore zostaly opublikowane w Agriculture, Ecosystems
and Environment (H3) i w Plant Biology (H4) przedstawiaja wyniki badan nad wptywem
jonoéw metali na whasnosci spektralne 1 struktur¢ PLB. Badania zostaty wykonane dla PLB
izolowanych z etiolowanych lisci pszenicy (Triticum aestivum L.). W widmie fluorescencji
otrzymanych preparatdw PLB zmierzonym w temperaturze 77 K wyrdézni¢ mozna dwa
charakterystyczne pasma opisane w literaturze. Pasmo o wigkszej intensywnosci posiadajace
maksimum przy 655-657 nm jest charakterystyczne dla Pchlidu zwigzanego w agregatach
kompleksow Pchlid:LPOR:NADPH. Pasmo o mniejszej intensywnosci, z maksimum przy
630-633 nm, pochodzi od Pchlidu niezwigzanego z LPOR, ktéry nie ulega redukcji
wywolanej blyskiem $wiatla lecz stanowi pul¢ substratu wykorzystywana w czasie
oswietlania preparatu swiatlem ciagtym. W swojej pracy wykazalam, ze inkubacja PLB w
ciemno$ci w obecnosci jonow Cr(VI), Fe(Ill), Cd(I) lub Hg(II) silnie wplywa na strukturg
niskotemperaturowego widma fluorescencji. W wyniku tej inkubacji ulegala zmniejszeniu
intensywnos$¢ pasma przy 655 nm, za$ rosta intensywno$¢ pasma przy 633 nm. Stwierdzitam
ponadto zwigkszony udzial sktadowej czasu zaniku fluorescencji charakterystycznej dla
niezwigzanych z bialkiem monomerdw Pchlidu. Najsilniejszy efekt obserwowatam w
przypadku Cd(II), a najstabszy dla Fe(Ill). Zakres zmian byt wigkszy dla wyzszych st¢zen
jonow 1 zwigkszal sie z czasem inkubacji. W probee kontrolnej inkubowanej w buforze w
poréownywalnych warunkach zmiany w widmie i czasach zaniku fluorescencji byly
zaniedbywalne. Ponadto w wyniku inkubacji PLB z Cd(II) i Fe(Ill) maksimum fluorescencji
pasma obserwowanego przy 655 nm ulegato przesunigciu w strong fal krotszych podobnie jak
maksimum fluorescencji Chlidu zmierzone bezposrednio po redukcji Pchlidu wywotanej
btyskiem $wiatta. Obserwowany spadek intensywnos$ci pasma fluorescencji z maksimum przy
655 nm s$wiadczy o stopniowym rozpadzie kompleksow Pchlid:LPOR:NADPH, i oznacza
zmniejszong wydajnos¢ fotoredukcji Pchlidu. Intensywnos$¢ pasma fluorescencji Chlidu
obserwowana w zakresie 680-690 nm bezposrednio bo btysku swiatlem, byta zdecydowanie
mniejsza w probkach traktowanych jonami metali w poréwnaniu do kontrolnych. Polozenie
niskotemperaturowego maksimum fluorescencji Chlidu niesie informacje o stopniu
zagregowania kompleksow Chlid:LPOR:NADP", a posrednio dostarcza informacji o stopniu
zagregowania fotoaktywnych komplekséw Pchlid:LPOR:NADPH. Przesuni¢cie maksimum
fluorescencji Chlidu w strong¢ fal krotszych obserwowane w preparatach PLB traktowanych
jonami metali §wiadczy o czgSciowym rozagregowaniu komplekséw Pchlid:LPOR:NADPH
lub ich degradacji. W konsekwencji czas potrzebny na uwolnienie Chlidu z komplekséw

Chlid-LPOR ulegal znacznemu skroceniu.
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Pasmo fluorescencji z maksimum przy 655 nm w probkach PLB traktowanych Cr(VI) 1
Fe(Ill) nie znikalo calkowicie wskutek fotoredukcji indukowanej btyskiem $wiatla, co
$wiadczy o tym, ze NADPH w kompleksach Pchlid:LPOR:NADPH ulegat utlenieniu 1 co
rOwniez przyczynialo si¢ do zahamowania reakcji fotoredukcji Pchlidu. W probkach
traktowanych jonami Hg(II) i Fe(III), obserwowatlam ponadto degradacj¢ Pchlidu i powstanie
feoforbidu. Widma fluorescencji Pchlidu i protofeoforbidu sa rézne, co dzigki duzej czulosci
metod fluorescencyjnych umozliwilo wykrycie nawet niewielkich ilosci powstatego
protofeoforbidu.

Badania zmian ultrastruktury PLB pod wplywem jonow Hg(Il) z zastosowaniem
mikroskopii elektronowej zostaly wykonane we wspoélpracy z Dr Katalin Solymosi i Prof.
Béla Boddi z Uniwersytetu im. Loranda EGtvosa w Budapeszcie. Wyniki tych badan zostaly
opublikowane w Plant Biology (H4). W pracy tej pokazaliSmy, ze inkubacja PLB z jonami
Hg(II) powoduje rozluznienie struktury parakrystalicznej i odrywanie matych fragmentéw od
powierzchni PLB widocznych jako niewielkie pecherzyki. Niezmieniona pozostala regularna
struktura sieci parakrystalicznej PLB, powigkszyly si¢ jednak odlegltosci migdzy weztami
sieci. Obserwacja zmian struktury PLB indukowanych fotoredukcja Pchlidu pokazata, ze
traktowanie jonami Hg(II) przyspiesza indukowany $wiattem rozpad struktury PLB, ktory
wygladal podobnie jak w poczatkowych etapach przesunigcia Shibaty w probkach
kontrolnych. Nadmiar NADPH w prébce tylko czg$ciowo hamowal obserwowane zmiany.

Wyniki naszych do$wiadczen wykazaly ponadto brak jednoznacznej korelacji migdzy
obserwowanymi zmianami wlasnosci spektralnych, a ultrastrukturg PLB. Dlatego tez
doktadna charakterystyka organizacji kompleksow w btonach PLB wymaga kompleksowych

badan.

Najwazniejsze wnioski:

W opisanych powyzej pracach, przedstawitam charakterystyke wlasciwosci absorpcyjnych
i fluorescencyjnych Pchlidu w réznych uktadach modelowych, tj. rozpuszczalniki organiczne,
micele i liposomy. Pokazatam wptyw hydrofobowego podstawnika uktadu porfirynowego w
czasteczce Pchlu na oddzialtywanie uktadu porfirynowego z czasteczkami otoczenia
molekularnego.

Wyniki uzyskane w rozpuszczalnikach organicznych wskazaty na znaczny wplyw wigzan
wodorowych na energi¢ stanu S; czasteczki Pchlidu. Zastosowanie lipidowych ukladéw
modelowych pozwolito na uproszczenie badanego uktadu w pordwnaniu do blon etioplastow 1

umozliwilo badanie oddziatywania Pchlid-Pchlid w obecnosci lipidéw oraz oddzialywania
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Pchlid-lipidy. Czasteczki Pchlidu zostaly zlokalizowane w obszarze gléw polarnych
liposomow lub na granicy faz: woda-dwuwarstwa lipidowa. W liposomach utworzonych z
galaktolipidow i o wysokiej zawartosci Pchlidu zachodzi proces agregacji Pchlidu, a powstate
agregaty wykazuja podobne wlasciwosci fluorescencyjne jak agregaty kompleksow
Pchlid:LPOR:NADPH in vivo. Wyniki uzyskane dla Pchlidu w odwroconych micelach z AOT
w izooktanie wskazuja na istotng rol¢ wody zwiazanej w obszarze hydrofilowego rdzenia tych
miceli w ustaleniu rGwnowagi monomery-agregaty Pchlidu. Woda w zaleznosci od stgzenia i
wlasciwosci dynamicznych moze powodowaé agregacje monomeréw lub rozpad agregatéw
Pchlidu.

Czasteczka Pchl jest zanurzona glebiej w dwuwarstwie lipidowej niz czasteczka Pchlidu, co
wskazuje na istotna rol¢ oddziatywan mi¢dzy hydrofobowym tancuchem w czasteczce Pchl, a
fancuchami kwasow tluszczowych czasteczek lipidow w btonie. Dane te moga by¢ istotne przy
projektowaniu pochodnych porfiryn z duzym hydrofobowym podstawnikiem dla zastosowan
medycznych i w bioenergetyce.

Kompletna i szczegétowa charakterystyka wilasciwosci Pchlidu w réznych ukladach
modelowych jest niezb¢dna dla zrozumienia jego wlasciwosci, organizacji i funkcjonowania
w blonach plastydow in vivo. Jest to szczegdlnie istotne dla okreslenia lokalizacji i
wzajemnego utozenia fotoaktywnych kompleksow Pchlid:LPOR:NADPH w parakrystalicznej
strukturze PLB oraz dla wyjasnienia natury oddzialywan Pchlidu z jego otoczeniem
molekularnym in vivo. Przedstawione wyniki wskazuja na istotng rol¢ galaktolipidow
budujacych PLB in vivo w regulacji rOwnowagi miedzy agregatami i monomerami Pchlidu,
co wydaje si¢ istotne dla prawidlowego skladania trojskladnikowych fotoaktywnych
komplekséw Pchlid:LPOR:NADPH i tym samym dla wydajnej konwersji Pchlid-Chlid.
Wyniki uzyskane dla bton naturalnych dostarczyty danych do opisu wiasciwosci spektralnych

Pchlidu i Chlidu podczas rozpadu PLB obserwowanego w kontrolowanych warunkach.

Kierunki kontynuaciji badan

Prezentowane badania stanowig cze¢$¢ prac nad wyjasnieniem molekularnych
mechanizmow oddziatywania Pchlidu z jego molekularnym otoczeniem in vivo oraz analiza
czynnikdw wplywajacych na powstawanie, agregacj¢ i stabilnos¢ fotoaktywnych kompleksow
Pchlid:LPOR:NADPH w ciatach prolamellarnych roslin okrytonasiennych. Badania te sg
przeze mnie kontynuowane w ramach projektu badawczego ,, Molekularne mechanizmy
odziatywania protochlorofilid-LPOR-lipidy w cialach prolamellarnych i w uktadach
modelowych” (projekt NCN Nr 2011/01/B/NZ1/00119), ktorego jestem kierownikiem.
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Kolejnym etapem mojej pracy bedzie charakterystyka oddziatywania Pchlid-LPOR, LPOR-
lipidy i Pchlid-LPOR-lipidy w uktadach modelowych.

5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Poza publikacjami oznaczonymi jako H1-H9, opublikowatam 18 prac oryginalnych, 3
doniesienia w materiatach pokonferencyjnych, 5 rozdzialéow w podrgcznikach oraz jedna prace

przegladowa. Prace te oznaczone numerami P1-P27 zostalty wymienione w Zalaczniku 4, p. II

wraz ze szczegOlowym opisem mojego udzialu w ich powstanie. Kopie tych prac zawiera

Zalacznik 8.

Obszar moich zainteresowan badawczych obejmuje:

(1) zagadnienia zwiazane z procesem wyksztalcania aparatu fotosyntetycznego w roslinach
okrytonasiennych, przebiegiem fotosyntezy oraz wplywem czynnikéw stresowych na
formowanie i funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego;

(2) badania nad wlasciwosciami wybranych zwiazkoéw biologicznie waznych, w tym porfiryn i
chloryn;

(3) badania dotyczace biatka LPOR, wia;iz{nia i oddziatywania Pchlid-LPOR oraz rekonstytucji
fotoaktywnych komplekséw Pchlid: LPOR:NADPH w uktadach modelowych.

ad. (1) Badania dotyczace poczatkowych etapéw formowania aparatu fotosyntetycznego w
roslinach okrytonasiennych prowadz¢ od poczatku mojej dziatalnosci naukowej w grupie Prof.
dr hab. Kazimierza Strzalki w Zakladzie Fizjologii i Biochemii Roslin WBBiB UJ. W tym
czasie do Zakladu zostal zakupiony nowy spektrofluorymetr do pomiaréw czasu zaniku
fluorescencji, K2 firmy ISS. Bylo to pierwsze urzadzenie tego typu w Polsce. Moim zadaniem,
jako fizyka, bylo zapoznanie si¢ z mozliwosciami tego przyrzadu i opracowanie protokolow
pomiardéw dla preparatow roslinnych. Korzystajac z tej mozliwosci skupitam swoja dzialalnos¢

naukowa wokot metod fluorescencyjnych.

Omowienie prac opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace nad przygotowaniem rozprawy doktorskiej rozpoczetam od analizy zmian wlasciwosci
fluorescencyjnych izolowanych bton wewngtrznych plastydéow podczas transformacji etioplast -
chloroplast. Badania te byly prowadzone we wspolpracy z Prof. Fabrice Franck z Uniwersytetu
w Liege (Belgia). W badaniach tych opisaliSmy formowanie si¢ fotosystemu II w siewkach

jeczmienia (Hordeum vulgare L.) podczas deetiolacji poprzez zmiany parametréw fluorescencji
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oraz analiz¢ kompleksow chlorofilowo biatkowych, 2z zastosowaniem metod
elektroforetycznych (SDS-PAGE, IEF-PAGE). Wyr6zniliSmy dwie fazy tego procesu. W
pierwszej, ktora obejmowata 3-4 godziny deetiolacji obserwowaliémy formowanie centrum
reakcji PS 11 i jego anten wewngtrznych. Towarzyszylo temu skrocenie obserwowanych czasow
zaniku fluorescencji (3 skladowych), oraz spadek intensywnosci sktadowej ,,diugiej”
pochodzacej od chlorofillidu/chlorofilu nie wbudowanego w kompleksy chlorofilowo-biatkowe,
i charakteryzujacego si¢ polozeniem maksimum fluorescencji przy 676 nm w temperaturze
pokojowej. W drugiej fazie deetiolacji obserwowalismy pojawienie si¢ bialek LHC, wzrost
wartosci i amplitudy ,krotkiej” sktadowej czasu zaniku fluorescencji i spadek wartosci
sktadowej ,s$redniej”. W czasie stopniowego formowania si¢ kompleksow PSII
obserwowalisSmy rowniez zmiany w proporcjach i wlasciwosciach kinetycznych kompleksow
PSIl, i PSIIg. Ponadto zbadaliSmy stabilno$¢ Chlidu podczas oswietlania probek ciaghym
Swiattem. Poczatkowo obserwowaliSmy wzrost iloSci niezwigzanego chlorofilu w blonach
etiochloroplastéw, a nastepnie jej szybki spadek towarzyszacy wbudowywaniu chlorofilu w
powstajace kompleksy fotosystemu II (PS II). Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w Acta
Physiologiae Plantarum (P1) oraz Plant and Cell Physiology (P3).

Nastepnie dokonatam pomiaru i analizy parametrow fluorescencji Pchlidu w etiolowanych
siewkach. Po raz pierwszy zmierzytam czasy zaniku fluorescencji Pchlidu we frakcji blon
wewngtrznych etioplastow izolowanych z etiolowanych siewek pszenicy (Triticum aestivum
L.) w temperaturze pokojowej i w 77 K. Wyniki tych doswiadczen opublikowatam w
Photochemistry and Photobiology (P5). Wykazatam, ze zanik fluorescencji kompleksow
Pchlid:LPOR:NADPH charakteryzujacych si¢ wystgpowaniem maksimum fluorescencji przy
655-657 nm w temperaturze 77 K ma charakter dwueksponencjalny, o czasach zaniku
fluorescencji na poziomie 0.25 ns i 2 ns. Pchlid niezwiazany z LPOR wykazywat
fluorescencj¢ przy 630 nm z czasem zaniku rzgdu 5.5-6 ns. Ponadto zmierzytam czas zaniku
fluorescencji Chlidu powstatego w wyniku fotoredukcji Pchlidu wywotanej btyskiem swiatta.
Obserwowatam monoeksponencjalny zanik fluorescencji o czasie zaniku 5 ns,
charakterystyczny dla kompleksow Chlid:LPOR:NADP", ktére wykazuja maksimum
fluorescencji niskotemperaturowej przy 688 nm. Inkubacja probek z NADPH przed
oswietleniem spowodowata pojawienie si¢ drugiej sktadowej (1.6 ns) charakterystycznej dla
kompleksow Chlid:LPOR:NADPH, posiadajacych maksimum fluorescencji
niskotemperaturowej w zakresie 692-696 nm. Na podstawie tych wynikéw obliczytam

wydajnosé indukowane;j Swiatlem transformacji Chlid:LPOR:NADPH >
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Chlid:LPOR:NADP" (70%). Reakcja ta ma znaczenie dla mechanizméw protekeji Chlidu
przed fotodestrukcja.

Ponadto opisatam wlasciwosci termotropowe bton wewnetrznych etioplastow oraz PLB
metodami kalorymetryczng i fluorescencyjna (opublikowane w P19 i P6). Wykazatam, ze
LPOR ulega denaturacji w temperaturze 314 K (41°C). Analiza widm fluorescencji podczas
ogrzewania preparatow PLB pokazata, ze degradacja kompleksow Pchlid:LPOR:NADPH
zachodzi w przedziale temperatur 293-313 K i ma charakter ztozony. Proces ten rozpoczyna
si¢ wystapieniem niewielkich zmian w proporcjach Pchlidu fotoaktywnego do nieaktywnego
tj. posiadajacych niskotemperaturowe maksima fluorescencji odpowiednio przy 655 1 633 nm,
a nast¢pnie zachodzi szybki i catkowity rozpad komplekséw Pchlid:LPOR:NADPH. Podobny
charakter zmian obserwowalam podczas indukowanego wzrostem temperatury rozpadu
komplekséw Chlid:LPOR:NADP".

Oprécz przejs¢ endotermicznych obserwowanych w przedziale 293-318 K 1
odpowiadajacych rozagregowaniu i degradacji kompleksow Pchlid:LPOR:NADPH lub
Chlid:LPOR:NADP", obserwowatam réwniez przejécia w wyzszych temperaturach (~333 K),
stwierdzone rowniez w Dblonach tylakoidow 1 charakterystyczne dla denaturacji
chloroplastowej syntazy ATP.

W czasie prowadzenia w/w badan kilkakrotnie przebywatam w laboratorium w Liege dzigki
wsparciu fundacji ,,Wood Whelan Foundation” oraz ,,European Science Foundation”, jak
rowniez w ramach wymiany bilateralnej migdzy Uniwersytetem Jagiellonskim, a
Uniwersytetem w Liege. Pobyt w laboratorium w Liege umozliwil mi poznanie metod izolacji 1
oczyszczania PLB z etiolowanych siewek i przyczynit si¢ do rozwinigcia warsztatu
metodycznego. W latach 2000 — 2001 bytam beneficjentka krajowego stypendium Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej dla mtodych naukowcow.

Oprocz gtdéwnego nurtu moich badan uczestniczylam w badaniach prowadzonych przez
Prof. dr hab. Wiestawa 1. Gruszeckiego z Uniwersytetu im. M. Curie-Sklodowskiej w Lublinie
nad wyjasnieniem mechanizmu oddziatywania barwnikoéw cyklu ksantofilowego z chlorofilem
w izolowanych kompleksach LHCII wbudowanych w liposomy (opublikowane w Journal of
Photochemistry and Photobiology, P4). Ponadto bylam zaangazowana w badania nad
okresleniem funkcji o-tokoferylochinonu w fotosystemie Il prowadzone przez Prof. George H.

Schmid z Uniwersytetu w Bielefeld (Niemcy) (praca opublikowana w Z. Naturforschung; P2).

19



Beata Mysliwa-Kurdziel Zatacznik 3

Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam prace nad wyznaczeniem stalych
kinetycznych transformacji Pchlid-Chlid w etioplastach. W ramach wspolpracy naukowej
miedzy Prof. dr hab. Kazimierzem Strzatka, a Prof. Christerem Sundqvistem z Uniwersytetu w
Goeteborgu (Szwecja) zostatam zaproszona do laboratorium Prof. Sundqvista w celu
wykonania pomiardéw i przeszkolenia jego doktorantdw w zakresie technik pomiarow czaséw
zaniku fluorescencji.

We wspOlpracy z Prof. Sundqvistem wykonalismy kompleksowe pomiary czaséw zaniku
fluorescencji wraz z widmami absorpcji i fluorescencji w siewkach roslin o réznej zawartosci
poszczegdlnych form spektralnych Pchlidu ocenianych na podstawie niskotemperaturowych
widm fluorescencji. Do badan wykorzystaliSmy siewki pszenicy (Triticum aestivum L.) 1
kukurydzy (Zea mays L.) o znaczacej zawartosci Pchlidu fotoaktywnego, charakteryzujacego
sie polozeniem maksimum fluorescencji przy 655 nm, oraz grochu (Pisum sativum L.) 1 jego
mutanta fotomorfogenetycznego (lipl), w ktérych dominujg formy krétkofalowe Pchlidu z
maksimum przy 633 nm, nie ulegajace fotoredukcji indukowanej btyskiem sSwiatta. Na
podstawie rozktadu otrzymanych widm fluorescencji na skladowe gaussowskie wyznaczyliSmy
udziat pasm pochodzacych od poszczegdlnych form spektralnych Pchlidu w catkowitej
fluorescencji. Nastepnie, poréwnaliSmy te wyniki z wynikami analizy czasu zaniku
fluorescencji. StwierdziliSmy, ze zanik fluorescencji zaréwno diugofalowych jak 1
krotkofalowych form Pchlidu ma charakter dwueksponencjalny. OtrzymaliSmy czasy zaniku
fluorescencji w zakresach 0.3-0.8 ns i 5.1-7.1 ns dla krotkiej 1 diugiej sktadowej, przy czym
wartosci te roznity sie dla poszczegdlnych gatunkéw roslin. Wyniki tych prac zostaly
opublikowane w Photochemistry and Photobiology (P10). Potwierdzity one zlozony charakter
oddziatywan Pchlidu z jego otoczeniem molekularnym in vivo. Analiza tych wynikow
zaowocowata pomystem scharakteryzowania wlasciwosci Pchlidu w ukladach modelowych,
uproszczonych w poréwnaniu do naturalnych bton etioplastéw i stata si¢ podstawa prac (H1-

H9) przedstawionych do oceny jako dorobek habilitacyjny.

Nastepnie rozszerzytam swoje zainteresowania badawcze i wykonatam szereg doswiadczen
nad okresleniem wplywu réznych czynnikow, w tym jonéw metali cigzkich na wydajnos¢
fotoredukcji Pchlidu i proces zielenienia, jak réwniez na funkcjonowanie wybranych
fragmentoéw fotosyntetycznego tancucha transportu elektronéw. Doswiadczenia prowadzitam z
wykorzystaniem siewek in situ oraz izolowanych bton etiochloroplastéw i chloroplastow, biatek

i komplekséw biatkowo-barwnikowych. Wykazatam spadek ilosci fotoaktywnego Pchlidu w
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wyniku dzialania kadmu, chromu i zelaza w etiolowanych siewkach pszenicy i homogenatach
siewek. Wyniki tych doswiadczen zostaly zaprezentowane na 12 — tym Migdzynarodowym
Kongresie Fotosyntetycznym w Brisbane (Australia, 2001) i opublikowane w materialach
pokonferencyjnych (P20). Kontynuowatam te badania we wspolpracy z Prof. Boddi i Dr
Solymosi z Uniwersytetu im. Loranda Eotvosa w Budapeszcie. W pracy opublikowanej w
Plant Biology (P11) pokazaliSmy hamowanie fotoredukcji Pchlidu w homogenatach
etiolowanych siewek pszenicy (Triticum aestivum L.) poddanych dziataniu chlorku rteci. Na
podstawie analiz widm fluorescencji, czaséw zaniku fluorescencji i analiz acetonowych
ekstraktow barwnikéw zaproponowalismy, ze w zaleznosci od stgzenia, Hg’* moze
oddziatywaé z kazdym ze skladnikéw kompleksow Pchlid:LPOR:NADPH powodujac
degradacje tych kompleksow.

W kolejnej pracy, ktora ukazata si¢ z moim udzialem w Journal of Biological Physics (P16)
wykazalismy zmiany struktury oksydoreduktazy ferredoksyna:NADP® (FNR), jednego z
kluczowych enzymdw aparatu fotosyntetycznego, poddanego dziataniu kadmu. Wykonalismy
kompleksowe badania z uzyciem dichroizmu kotowego (CD), spektroskopii fourierowskiej w
podczerwieni (FTIR) oraz metod fluorescencyjnych celem opisania zmian w strukturze drugo- i
trzeciorzedowej tego biatka. ZaobserwowaliSmy delikatne rozfaldowanie struktury,
prawdopodobnie zwigzane z niespecyficznym oddzialywaniem Cd*" z tancuchami bocznymi
aminokwasdw, oraz zahamowanie jego aktywnosci katalitycznej, bedace wynikiem wigzania
Cd*" do waznej dla tej aktywnosci biatka reszty cysteiny.

Zainteresowania te zaowocowaly rOwniez napisaniem czterech rozdziatlow w podrgcznikach
dotyczacych wplywu metali cigzkich na biosyntezg chlorofilu i funkcjonowanie aparatu
fotosyntetycznego (pozycje P22-P25). W trzech z nich jestem pierwszym autorem.

Ponadto bralam udzial badaniach prowadzonych przez dr Petra Ilika z Uniwersytetu
Palackiego w Oftomuncu, (Czechy) nad indukowanga wzrostem temperatury degradacja
chlorofilu. Wykonalam pomiary fluorescencyjne, ktorych wyniki zostaly wlaczone do

publikacji w Photochemistry and Photobiology (P8).

W ostatnich latach zainteresowaly mnie rowniez zagadnienia dotyczace regulacji procesu
deetiolacji w roslinach okrytonasiennych. Badania w tym obszarze prowadz¢ we wspolpracy z
dr hab. Przemystawem Malcem (ZFiBR WBBIiB UJ). Aktualnie badania te sa prowadzone w
ramach grantu NCN otrzymanego przez dr Malca. Ich celem jest m.in. uzyskanie odpowiedzi na
pytanie 0 mechanizm regulacji rownowagi miedzy iloscia Pchlidu zgromadzonego podczas

etiolacji, a wielkoscia puli Pchlidu fotoaktywnego, tj. wbudowanego w kompleksy
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Pchli:LPOR:NADPH. Do badan uzywamy etiolowane siewki mutantow fotoreceptorowych A.
thaliana i odpowiednich dzikich ekotypow. W przypadku mutantéw phyA, phyB oraz phot2
zaobserwowaliSmy zmniejszong pule Pchlidu fotoaktywnego, natomiast niezmieniong w
przypadku mutantéw cryl, cry2 w pordwnaniu do odpowiednich wyjsciowych ekotypow
dzikich. Wyniki te jednoznacznie wskazuja na udziat fitochromow i fototropiny 2 w regulacji
stanu rownowagowego pomi¢dzy Pchlidem zwigzanym i niezwigzanym z LPOR. Wyniki te
zaprezentowalam na 15-tym Migdzynarodowym Kongresie Fotosyntetycznym w Pekinie
(Chiny, 2010) i opublikowatam w materiatach pokonferencyjnych (P21). W kolejnej pracy,
opublikowanej w Acta Biochimica Polonica (P17) wykazali$my istotne statystycznie roznice w
ilosci zgromadzonego Pchlidu i sktadzie karotenoidow w etiolowanych siewkach trzech
ekotypow Arabidopsis thaliana: Columbia (Col-0), Landsberg erecta (Ler) i Wassiliewska
(Ws). Zwiekszona akumulacja Pchlidu obserwowana w ekotypie Ler korelowata z podwyzszong
zawartoscig luteiny, co sugeruje role enzymow szlaku biosyntezy luteiny w regulacji wzajemnej
szlaku biosyntezy karotenoidéw i chlorofilu.

Zoptymalizowang w czasie swoich doswiadczen procedur¢ izolacji PLB 1 opis
doswiadczenia, w ktorym mozna pokaza¢ indukowang $wiattem transformacj¢ Pchlid - Chlid
oraz przemiany spektralne Chlidu opisatam w rozdziale, ktory ukazat si¢ w Spectroscopic

Methods of Analysis (P26).

ad. (2) Analiza wlasnosci porfiryn, chloryn i bakteriochloryn w uktadach modelowych interesuje
mnie jako rozszerzenie i dopelnienie badan nad wtasciwosciami Pchlidu. Analiza poréwnawcza
wynikéw uzyskanych dla tych zwigzkow umozliwi sformutowanie wnioskow dotyczacych roli
poszczegdlnych elementow budowy czasteczek tych tetrapiroli w ich oddziatywaniu z

mikrootoczeniem molekularnym, w tym podczas agregacji tych zwigzkow.

Uczestniczylam w badaniach prowadzonych przez dr hab. Leszka Fiedora (WBBiB UJ) i
dotyczacych analizy wlasciwosci absorpcyjnych i fluorescencyjnych chlorofili 1
bakteriochlorofili w rozpuszczalnikach organicznych. Wyniki tych doswiadczen zostaty
opublikowane w Photosynthesis Research (P9) 1 Biochimica Biophysica Acta (P13).
StwierdziliSmy, Ze elektronowe widma absorpcji chlorofilu a i chlorofilidu a réznia si¢ oraz
wykazujg inng zalezno$¢ od natury rozpuszczalnika. Fitol wptywa na wlasciwosci absorpcyjne
czasteczki chlorofilu poprzez oddziatywanie z czasteczkami solwatujacych rozpuszczalnikow
oraz zaburzenie wigzania ligandow metalu centralnego w czasteczce chlorofilu. Na podstawie
badan z uzyciem bakteriochlorofili i ich pochodnych pozbawionych metalu centralnego lub

fitolu, wyjasniliSmy doktadnie role Mg i fitolu w odziatywaniach czasteczek tych barwnikow z

22



Beata Mysliwa-Kurdziel Zatgcznik 3

czasteczkami rozpuszczalnika. Oba podstawniki maja wplyw na utrzymanie odpowiedniej

konformacji i sztywnosci pierscienia tetrapirolowego.

Wozigtam tez udziat w badaniach prowadzonych przez Dr Gabrielg Csik z Uniwersytetu
Medycznego w Budapeszcie (Wegry) nad okresleniem wiasciwosci zsyntetyzowanych przez
jej grupe badawcza nowych koniugatow biatkowych dwoch porfiryn kationowych. Obecnie
uwaza sie¢, ze takie koniugaty moga zwigkszy¢ efektywnos$¢ pobierania porfiryn na poziomie
komérkowym oraz moga by¢ stosowane do dostarczania okreslonych peptydow w okolice
kwaséw nukleinowych. Badania w ktorych uczestniczylam miaty na celu charakterystyke
wigzania tych nowych zwigzkéw z DNA i byty prowadzone z zastosowaniem réznych metod
spektroskopowych. M6j wktad w te badania polegal na pomiarze i analizie czasu zaniku
fluorescencji tych zwiazkow. Udato mi si¢ potwierdzi¢ istnienie dwoch populacji porfiryn
zwiazanych z DNA, co bylo tez sugerowane na podstawie wynikéw uzyskanych innymi
metodami. Uzyskane przeze mnie wyniki zostaly wiaczone do publikacji w Biophysical
Chemistry (P15).

Uczestniczytam réwniez w badaniach prowadzonych w grupie Prof. dr hab. Kazimierza
Strzatki nad wlasciwosciami prenylochinonéw. W badaniach, ktérych wyniki zostaty
opublikowane w Chemistry and Physics of Lipids (P7) analizowaliSmy wplyw
plastochinonéw (PQ) i ubichinonéw (UQ) na wlasciwosci termotropowe modelowych blon z
dipalmitoilofosfatydylocholiny (DPPC). Pokazali§my, ze wplyw badanych zwiazkow na
parametry przejs¢ fazowych blony zalezy przede wszystkim od dilugosci fancucha
prenylowego, a w mniejszym stopniu od stanu redoks jego glowy polarnej. W drugiej pracy
dotyczacej prenylochinonéw, ktéra zostala opublikowana w Photochemistry and
Photobioology (P12) przedstawiliSmy wyniki badan wilasciwosci fluorescencyjnych tych
zwiazkOw w rozpuszczalnikach organicznych o réznych parametrach. Ponadto na podstawie
wynikdw pomiaréw czasu zaniku fluorescencji prenylochinonéw w liposomach o réznym
skladzie lipidowym zostata okreslona lokalizacja czasteczek badanych prenylochinonow w
dwuwarstwie lipidowe;.

Ponadto wzietam udzial w badaniach nad amfoterycyng B prowadzonych przez Prof. dr
hab. W.I. Gruszeckiego. Amfoterycyna jest polienowym antybiotykiem przeciwgrzybiczym
stosowanym w leczeniu cigezkich zakazen. Dzialanie lecznicze oraz efekty toksyczne tej
substancji silnie zaleza od jej organizacji molekularnej. Moj wktad w te badania dotyczyl

charakterystyki czasu zaniku fluorescencji monomerdw i agregatow tego zwiazku w réznych
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uktadach modelowych. Wyniki tych prac zostaly wlaczone do publikacji wBiophysical
Chemistry (P14).

ad. (3) Badania nad bialkiem LPOR rozpoczgtam niedawno od poréwnania znanych sekwencji
tego biatka z sekwencjami podjednostek niezaleznej od $wiatta oksydoreduktazy Pchlidu
(DPOR) in silico. DPOR jest enzymem ztozonym z trzech podjednostek: L, B i N i wystepuje
we wszystkich organizmach fotosyntetycznych, za wyjatkiem roslin okrytonasiennych. W
naszych badaniach pokazaliSmy obecnos¢ fragmentow zawierajacych reszty aminokwasowe o
podobnych wiasciwosciach fizyko-chemicznych w tancuchu LPOR i podjednostce L biatka
DPOR. Jest to pierwsze doniesienie o istnieniu podobienstwa migdzy LPOR i DPOR, ktore sa
filogenetycznie niespokrewnione, cho¢ katalizuja t¢ samg reakcj¢. Ponadto opracowalismy
homologiczny model struktury jednego z izoenzyméw: LPOR A dla A. thaliana. Wyniki te
zostaly opublikowane w Photosynthetica (P18). Natomiast aktualny stan wiedzy na temat oby

enzymoOw zostal podsumowany w pracy opublikowanej w czasopismie Kosmos (P27).

Podsumowanie

Mo¢j dorobek naukowy obejmuje:

25 prac eksperymentalnych i 1 badania in silico, opublikowanych w czasopismach z listy JCR
(faczny 1F=52.701 zgodnie zrokiem opublikowania,
h-index: 11; cytowan 218 (bez autocytowan) — dane z dn 10.02.2013)

3 doniesienia w materiatach pokonferencyjnych,

5 rozdziatéw w podrgcznikach

2 prace przegladowe.

Ponadto wyglositam 3 wyklady na seminariach na zaproszenie z innych osrodkéw, tj. IBB
PAN w Warszawie, Uniwersytetu im. Loranda Eotvosa w Budapeszcie i Uniwersytetu w
Goeteborgu oraz 5 wyktadéw na konferencjach tematycznych (na zaproszenie organizatorow).

Wyniki moich prac zostaly zaprezentowane w formie posteréow na 38 konferencjach
miedzynarodowych i krajowych; w 16 konferencjach bratam udziat jako osoba prezentujaca

poster. W czasie mojej pracy bytam promotorem 7 prac magisterskich i 6 prac licencjackich.

rolodts 1.0%- 2015 @'ﬁm'@, Kiaolaet
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