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Curriculum vitae
Dane personalne:

Imie i nazwisko:  Arkadiusz Chworo$

Tytul naukowy:  Doktor

Miejsce pracy: Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych
Polska Akademia Nauk w Lodzi
ul. Sienkiewicza 112,

90-363 L.6dz
Stanowisko: adiunkt
Nr telefonu: +48 42 6803249
Fax: +48 42 6815483
E-mail: achworos@cbmm.lodz.pl

Wyksztalcenie:

1991 Technikum Chemiczne w Minsku Mazowieckim (mazowieckie), specjalizacja:
analiza chemiczna

1996 Studia magisterskie, Wydzial Matematyki Fizyki i Chemii, Katedra Chemii
Organicznej i Stosowanej, Uniwersytet bLodzki, specjalizacja: chemia
bioorganiczna. Tytul pracy magisterskiej: ‘Stereokontrolowana synteza
metanofosfonianu ~ (3',5")  ditymidylowego  z  wykorzystaniem  3’-O-(O-
benzoilometanofosfonianéw)  5-O-(4,4"-dimetoksytrytylo)  tymidylowych.” Pod
kierunkiem Prof. dr hab. Grzegorza Mlostonia (UL) i Prof. dr hab. Wojciecha J.
Steca (CBMM)

2001 Praca doktorska, Zaklad Chemii Bioorganicznej, CBMM PAN, specjalizacja:
biochemia kwasdéw nukleinowych. Tytut pracy doktorskiej: ‘Synteza i przemiany
nukleozydowych  pochodnych  kwasu  metanofosfonowego i  jego  tio- i
selenofosfonylowych analogow’. Pod kierunkiem Prof. dr hab. Wojciecha J. Steca.

Doswiadczenie zawodowe:

1995-2002 Zakltad Chemii Bioorganicznej, Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk — asystent

2003 -2006 Department of Chemistry and Biochemistry i Materials Research
Laboratory, University of California, Santa Barbara — staz podoktorski

2006 - 2008 Department of Physics, University of California, Santa Barbara,
stanowisko samodzielne (project scientist)

2008 - 2009  Department of Chemistry and Biochemistry i Institute for Collaborative
Biotechnologies, University of California, Santa Barbara

2010 - Zaklad Chemii Bioorganicznej, Centrum Badarn Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w fodzi — adiunkt



Wymiany miedzynarodowe i stypendia:

1999-2000  Staz studencki w Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS,

Toulouse, FRANCE, zespdt dr. Bernarda Meunier

2001-2002  Staz podoktorski w Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS,

Toulouse, FRANCE, zespdt dr. Bernarda Meunier

Dotychczasowe doswiadczenia i zainteresowania naukowe:

Projektowanie struktur tecto-RNA, zastosowanie bionanotechnologii RNA w
procesach regulacji ekspresji genow.

Projektowanie, synteza i wizualizacja strukturalnych fragmentéw  RNA.
Termodynamiczne badania faldowania RNA, badanie proceséw samoorganizacji
RNA-RNA i RNA-DNA, badanie oddzialywan RNA-mineraly. Wizualizacja
nanostruktur RNA z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych - AFM.

Zastosowanie metod mikroskopii skaningowej do wizualizacji biomaterialéw
(siatki DNA/RNA, oddziatywania DNA - biatka, dwuwarstwy lipidowe, ampfifile
peptydowe, czy tez materiaty twarde, takie jak zebina, kosci). Nanomateriaty
zbudowane z kwasow nukleinowych (otrzymywanie i charakterystyka). Analiza
obrazow cyfrowych i bioinformatyka.

Bioanaliza z wykorzystaniem kompleksu skoniugowanych oligoelektrolitow z
DNA, inzynieria biosensorow stosowanych do roznicowania komorek
bakteryjnych.

Analiza teoretyczna i mechanistyczne badania degradacji dupleksu DNA
(naturalny/tiofosforanowy). Czynniki strukturalne a stabilnos¢ enzymatyczna P-
chiralnych tiofosforanowych analogéw DNA.

Badania proceséw utleniania DNA za pomoca chemicznych nukleaz takich jak
metaloporfiryny. Biofizyczne i spektroskopowe badania produktow uszkadzania
DNA w wyniku stresu oksydacyjnego.

Synteza pochodnych kwaséw nukleinowych o potencjalnym zastosowaniu
terapeutycznym.



Osiagniecia naukowe:

Skrocony opis kariery naukowej:

Pierwsze zetkniecie z synteza i analiza chemiczna miato miejsce w roku 1986, w
technikum chemicznym w Minsku Maz. (mazowieckie). Prowadzone tam zajecia, w
przewazajacej ilosci zajecia praktyczne, skupialy sie gtdwnie na chemii analityczne;.
Pig¢ lat pozniej, w 1991r. zostalem przyjety na Wydzialt Matematyki, Fizyki i Chemii
Uniwersytetu Lodzkiego, na specjalizacje chemii organicznej. Za rada bylego
pracownika CBMM PAN - dr Krystyny Brzezinskiej, bedac studentem 3 roku
studiow zostalem przyjety do Zakladu Chemii Bioorganicznej, wodwczas
kierowanego przez prof. dr hab. Wojciecha Steca. Tam zdobywajac doswiadczenia w
dziedzinie chemii kwasow nukleinowych ukonczytem czes¢ eksperymentalng pracy
magisterskiej, obronionej na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii UL w roku 1996.

Badania rozpoczete w czasie wykonywania pracy magisterskiej, skupiajace si¢ na
chemicznej syntezie modyfikowanych fragmentéw DNA, byly kontynuowane
podczas studidéw doktorskich. Rozprawa doktorska podejmowata tematyke syntezy
naturalnych i modyfikowanych fragmentow DNA i ich stabilnosci nukleolityczne;j.
Przyktadowymi, badanymi przeze mnie zwiazkami byly tiofosforany,
metylofosfoniany i  metylotio(seleno)fosfoniany  nukleozydow. Kluczowym
elementem bylo otrzymanie nukleozydowych mieszanych bezwodnikow fosfonowo-
karboksylowych w formie stereozdefiniowanej, a nastepnie przebadanie kierunku
reakcji podstawienia nukleofilowego na atomie wegla lub fosforu. Okazalo sig, ze
reakcja w/w bezwodnikow z alkoholami I i II-rzedowymi zachodzaca w obecnosci
DBU prowadzi do inwersji konfiguracji na atomie fosforu. Odkrycie to pozwolito na
opracowanie metodologii wzajemnej konwersji P-chiralnych metanotiofosfonianow.
Kolejnym tematem podjetym podczas wykonywania pracy doktorskiej byto
otrzymanie nukleozydowych mieszanych seleno-siarczkéw i zbadanie ich reakgji z
trifenylofosfing, ktore nieoczekiwanie prowadzity wylacznie do produktoéw reakgcji
utlenienia, a nie desulfuracji. Wyniki badan wchodzace w skiad rozprawy
doktorskiej zostaty opublikowane w 9 pracach oryginalnych (1-8,11) i jednym
zgloszeniu patentowym. Praca doktorska zatytulowana ‘Synteza i przemiany
nukleozydowych pochodnych kwasu metanofosfonowego i jego tio- i selenofosfonylowych
analogéw’ przygotowana w Zakladzie Chemii Bioorganicznej, Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi zostata obroniona w roku 2001.

Podczas studiow doktorskich odbylem 6-cio miesigczny staz studencki w
laboratorium dr. Bernarda Meunier (pdzniejszego dyrektora CNRS, cztonka
Francuskiej Akademii Nauk) w Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS, w
Tuluzie. Podczas tego pobytu prowadzitem badania produktéw utlenienia krotkich
fragmentow dwuniciowego DNA. Stosujac techniki NMR i LC-ESI-MS udato nam sig
zidentyfikowad¢ nieznany dotad produkt takiego utlenienia. Powstajaca pochodna
guanidynohydantoinowa okazala si¢ by¢ istotnym produktem procesu utleniania
2’-deoksy-guanozyny, a zaproponowany mechanizm uzupetnieniem oksydacyjnego
procesu uszkadzania genomowego DNA.



Pierwszy staz podoktorski (takze w LCC CNRS) byl poswigcony badaniom procesu
nukleolitycznego przecigcia tiofosforanowego dwuniciowego DNA, zachodzacego
pod wplywem chemicznej nukleazy jaka jest metaloporfiryna. Badania
eksperymentalne, jak i modelowanie komputerowe pokazaly, ze zelazoporfiryna
modyfikowana w pozycji ekwatorialnej pierScienia lokalizuje sie specyficznie w
przestrzeni matej bruzdy helisy DNA i powoduje utlenienie pozyci 5-C
nukleozydu, co w konsekwencji prowadzi do rozerwania fancucha oligonukleotydu.
Powyzsze dwa krétkie pobyty w LCC CNRS zaowocowaly opublikowaniem 3
oryginalnych prac w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym (9-10,12).

Kolejny staz podoktorski, odbyty w Departamencie Chemii i Biochemii Uniwersytetu
Kalifornijskiego w Santa Barbara, wigzal si¢ ze zmiang tematyki. Zainteresowania
moje ukierunkowane byly w strone racjonalnego modelowania i badania procesow
samoorganizacji nanoczastek zbudowanych z fragmentow RNA oraz ich analizy,
przy uzyciu technik mikroskopii skaningowej ‘scanning probe microscopy’ (SPM).

Posréd powodow, dla ktorych kwasy nukleinowe sa tak interesujace i chetnie
stosowane w dziedzinie bionanotechnologii jest ich biokompatybilnos¢,
programowalnos¢, biodegradowalnos¢, sekwencyjna specyficznos¢ (istotna w
procesach rozpoznawania) oraz, w przypadku zastosowania modyfikacji, ich
stabilnos¢ chemiczna. Szczegolnie zainteresowala mnie wielo-funkcjonalnos¢
czasteczek RNA. Z jednej strony kwas rybonukleinowy posiada, podobnie jak jego
deoksy-odpowiednik, zakodowana informacje genetyczna, ktéra moze byc
kontrolowana na poziomie sekwengji (struktury pierwszorzedowej). Z drugiej jednak
strony czasteczki RNA posiadajg swoistag funkcjonalnos¢ enzymatyczng i/lub
regulatorowa, ktora moze by¢ winkorporowana w strukture oligomeru.

W  czasie trzyletniego stazu podoktorskiego poswiecitem sie¢ opracowaniu
metodologii, na podstawie ktorej mozliwe bylo zaprojektowanie przestrzennych
uktadow zbudowanych z RNA, kontrolowanie procesow faldowania i samoistnej
samoorganizacji fragmentdow RNA, celem wytworzenia programowalnych
nanoczastek lub struktur wyzszego rzedu. Dodatkowo zostaly opracowane
procedury pozwalajace na obrazowanie tego typu struktur przestrzennych za
pomoca mikroskopii sit atomowych “atomic force microscopy’ (AFM).

Doswiadczenia uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej i odbytych stazy
podoktorskich wplynety na pdzniejsze sukcesy w prowadzeniu niezaleznych badan,
prowadzonych w Departamencie Fizyki Uniwersytetu Kalifornijskiego w Santa
Barbara. Gléwnym tematem naszych zainteresowan byto zastosowania mikroskopii
sit atomowych do wizualizacji powierzchni biomateriatow. Badania, sponsorowane z
grantu amerykanskiej fundacji na rzecz nauki ‘National Science Foundation’ (NSF) nr.
0236093, skupialy sie na analizie powierzchni pochodzenia biologicznego, takich jak
nanoczastki i siatki zbudowane z DNA/RNA. Badania te zostaly rozwinigte w
kierunku analizy kompleksow biatkowych, polaczen biatkowo-lipidowych,
dwuwarstw lipidowych, polimerowych miceli, powierzchni lateksowych czy
materiatow twardszych, takich jak zebina, powierzchnia kosci, czy tez powierzchnia
pancerzy insektéw. W tym czasie opracowany zostal zestaw procedur,
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pozwalajacych na uzyskanie wysokiej rozdzielczosci obrazow materiatow migkkich
w warunkach gazu obojetnego, jak rowniez w srodowisku buforowym (naturalnym
dla bioczasteczek DNA/RNA i biatek).

Pomimo, iz moje doswiadczenia pochodza z réznych dziedzin nauki, majg na celu
zrozumienie istoty procesdow faldowania kwasdéw nukleinowych, jak i ich
zastosowanie w bionanotechnologii. Obecne badania koncentruja si¢ na
zastosowaniu strukturalnych nanoczasteczek RNA w procesie regulacji ekspresji
genow.

W 2010 r. podjatem decyzje o powrocie do macierzystego Zakladu Chemii
Bioorganicznej CBMM PAN w Lodzi, w ktérym zdobyta przeze mnie wiedza na
temat racjonalnego modelowania nanoczasteczek RNA komplementarnie uzupelnia
tutejsze doswiadczenia w zakresie badania regulacji ekspresji genow w komorkach
eukariotycznych.

Lista publikacji (ISI Web of Knowledge) i monografii:

Publikacje opublikowane podczas wykonywania pracy doktorskiej:

1. Base-Dependent Regioselective and P-stereocontrolled Hydrolysis of Nucleoside 3'-O-(O-
2,4,6,-trimethylbenzoyl methanephosphonothioate)s.
Lucyna A. Wozniak, Jaroslaw Pyzowski, Arkadiusz Chworos and Wojciech J. Stec
Journal of Organic Chemistry; 63, 1998, 9109-9112.

2. A Facile Conversion of Thio- and Selenophosphoric Acids and Their Derivatives into
Fluoridates by Means of Reaction with Silver Fluoride.
Arkadiusz Chworos and Lucyna A. Wozniak
Tetrahedron Letters; 41, 1999, 9337-9340.

3. Mixed Phosphorus-Carboxylic Anhydrides as Synthons for Stereoselective Synthesis of
[Rp]-Dinucleoside (3’,5")-Methanephosphonates.
Lucyna A. Wozniak, Arkadiusz Chworos and Wojciech J. Stec
Phosphorus, Sulfur and Silicon; 146, 1999, 649-652.

4. Chemo- and Stereoselectivity of Nucleophilic Substitution at Phosphorus in Mixed
Phosphorus-Carboxylic Anhydrides.
Lucyna A. Wozniak, Arkadiusz Chworos and Wojciech J. Stec
Phosphorus, Sulfur and Silicon; 147, 1999, 1263-1264.

5. Stereoselective Synthesis of [Rp]-Dinucleoside (3',5")-Methanephosphonates.
Lucyna A. Wozniak, Arkadiusz Chworos and Wojciech J. Stec
Phosphorus, Sulfur and Silicon; 147, 1999, 1265-1266.

6. One-Pot Synthesis of Nucleoside 3’-O-(S-Phenyl Methanephosphonothioate)s.
Jarostaw Pyzowski, Arkadiusz Chworos, Lucyna A. Wozniak, Wojciech J. Stec
Tetrahedron Letters, 41, 2000, 1223-1226.



7.

The Synthesis of Unsymmetrical S!-(3’-O-Thymidine-O-Methanephosphonyl)-S%-p-
Nitrophenyl Disulfides and Their Reactions with Triphenylphosphine.

Arkadiusz Chworos, Lucyna A. Wozniak and Wojciech J. Stec

Tetrahedron Letters, 41, 2000, 1219-1222.

Stereochemical Correlation and Absolute Configuration

Assignment for Thymidine 3’-(S-Phenyl Methanephosphonothioate).

Arkadiusz Chworos and Lucyna A. Wozniak

Proceedings of the VIth Int. Symp. Solid Phase Synthesis & Combinatorial Chemical Libraries
York, UK. 1999, entitled “ Innovation and Perspectives in Solid Phase Synthesis &
Combinatorial Libraries 2000”; 43-46.

Publikacje opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora:

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Guanine oxidation: NMR characterization of a dehydro-guanidinohydantoin residue
generated by a 2e-oxidation of d(GpT).

Arkadiusz Chworos, Yannick Coppel, Igor Dubey, Genevieve Pratviel and Bernard
Meunier

Journal of the American Chemical Society; 123, 2001, 5867-5877.

Characterization of the dehydro-guanidinohydantoin oxidation product of guanine in a
dinucleotide.

Arkadiusz Chworos, Christel Seguy, Genevieve Pratviel, and Bernard Meunier
Chemical Research in Toxicology; 15, 2002, 1643-1651.

New examples of mixed seleno-sulfides; reactions with triphenylphosphine.
Arkadiusz Chworos, Lucyna A. Wozniak and Wojciech J. Stec
Chemistry Commun.; 7, 2002, 518-519.

Comparison of the cleavage profiles of oligonucleotide duplexes with or without
phosphorothioate linkages by using a chemical nuclease probe.

Arkadiusz Chworos, Philippe Arnaud, Krystyna Zakrzewska, Piotr Guga, Genevieve
Pratviel, Wojciech J. Stec and Bernard Meunier

Journal of Biological Inorganic Chemistry, 9, 2004, 374-384.

Building Programmable Jigsaw Puzzles with RNA.

Arkadiusz Chworos, Isil Severcan, Alexey Y. Koyfman, Patrick Weinkam, Emin
Oroudjev, Helen G. Hansma and Luc Jaeger

Science, 306, 2004, 2068-2072

From RNA Tectonics to Programmable Jigsaw Puzzles Made of RNA
Arkadiusz Chworos and Luc Jaeger
Proceedings Foundations of Nanoscience, 2005, 157-162

Controlled Spacing of Cationic Gold Nanoparticles by Nanocrown RNA

Alexey Y. Koyfman, Gary Braun, Sergei Magonov, Arkadiusz Chworos, Norbert O.
Reich, Luc Jaeger

Journal of the American Chemical Society, 127, 2005, 11886 -11887



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Thermal stability analysis of self-assembling tRNA tecto-squares
Isil Severcan, Arkadiusz Chworos, Luc Jaeger
Biophysical Journal 88, 2005, 571a Part 2 Supplement S

The architectonics of programmable RNA and DNA nanostructures
Luc Jaeger and Arkadiusz Chworos
Current Opinion of Structural Biology, 16, 2006, 531-543.

The design and characterization of modular polyhedral architectures made of RNA
Isil Severcan, Cody Geary, Arkadiusz Chworos, Luc Jaeger
Biophysical Journal, 2007 350a-351a Supplement S

Nucleic acid foldamers: design, engineering and selection of programmable bio-materials
with recognition, catalytic and self-assembly properties

Arkadiusz Chworos and Luc Jaeger

Foldamer, by Wiley, Chapter 10, 2007, 291-329.

Self-assembled Materials Containing Complementary Nucleobase Molecular Recognition
Wirasak Smitthipong, Arkadiusz Chworos, Brian Lin, Thorsten Neumann, Surekha
Gajria, Luc Jaeger, and Matthew Tirrell

Materials Research Society Symposium Proceedings, 1094, 2008

Supramolecular Materials Comprising Nucleic Acid Biopolymers

Wirasak Smitthipong, Thorsten Neumann, Arkadiusz Chworos, Luc Jaeger, and
Matthew Tirrell

Macromolecular Symposia, 264, 2008, 13-17

Anatomy and Growth Characteristics of Conjugated Polyelectrolyte/DNA Aggregates.
Chunyan Chi, Arkadiusz Chworos, Jinping Zhang, Alexander Mikhailovsky and
Guillermo C. Bazan

Advanced Functional Materials, 18, 2008, 3606-3612.

Noncovalent Supramolecular Self-assembling Polyelectrolyte: Nucleic Acid Based
Materials

Wirasak Smitthipong, Thorsten Neumann, Surekha Gajria, Youli Li, Arkadiusz Chworos,
Luc Jaeger, and Matthew Tirrell

BioMacromolecules, 2009, 10, 221-228

Preliminary structural investigations of the Eut-L shell protein of the ethanolamine
ammonia-lyase metabolosome of Escherichia coli

Kiel Nikolakakis, Akashi Ohtaki, Keith Newton, Arkadiusz Chworos and Martin
Sagermann

Acta Crystallographica, 65, 2009, F65, Part 2, 128-132

Square-Shaped RNA Particles from Different RNA Folds
Isil Severcan, Cody Geary, Erik Verzemnieks, Arkadiusz Chworos, and Luc Jaeger
Nano Letters, 9, 2009, 1270-1277.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Automatic Analysis of Conjugated Polyelectrolytes - DNA Interactions Based on
Sequential Analysis of AFM Imaging

Arkadiusz Chworos, Boguslaw Obara

IEEE Transactions on Nanotechnology, 8, 2009, 457-462.

A Tripod Molecular Tip for Single Molecule Ligand-Receptor Force Spectroscopy by
AFM

Michael E. Drew, Arkadiusz Chworos, Emin Oroudjev, Helen Hansma, Yoko Yamakoshi
Langmuir, 2010, 26 (10), 7117-7125.

Specific interaction of DNA-functionalized polymer colloids
Rungsima Chollakup, Wirasak Smitthipong and Arkadiusz Chworos
Polymer Chemistry, 2010, 1 (5), 658-662

Identification of Bacteria by Conjugated Oligoelectrolyte/Single-Stranded DNA
Electrostatic Complexes

Aidee Duarte, Arkadiusz Chworos, Suvi F. Flagan, Grady Hanrahan, Guillermo C. Bazan
Journal of the American Chemical Society, 2010, 132 (36), 12562-12564

Modification of the Optoelectronic Properties of Membranes via Insertion of Amphiphilic
Phenylenevinylene Oligoelectrolytes

Logan E. Garner, Juhyun Park, Scott M. Dyar, Arkadiusz Chworos, James J. Sumner,
Guillermo C. Bazan

Journal of the American Chemical Society, 2010, 132 (29), 10042-10052

A polyhedron made of tRNAs
Isil Severcan, Cody Geary, Arkadiusz Chworos, Neil Voss, Erica Jacovetty, Luc Jaeger
Nature Chemistry, 2010, 2, 772 - 779

Improved isolation of proteins tagged with glutathione S-transferase
Nicholas K. Vinckier, Arkadiusz Chworos, Stanley M. Parsons
Protein Expression And Purification, 2011, 75(2), 161-164

Self-Assembling RN A Nanorings Based on RNAI/II Inverse Kissing Complexes

Wade W. Grabow, Paul Zakrevsky, Kirill Afonin, Arkadiusz Chworos, Bruce A. Shapiro,
and Luc Jaeger

Nano Letters, 2011, 11(2), 878-887.

Promoting RNA Helical Stacking via A-minor Junctions
Cody Geary, Arkadiusz Chworos, and Luc Jaeger
Nucleic Acids Research, 2011, 39(2), 1066—-1080.

Self-Assembly of an Optically Active Conjugated Oligoelectrolyte

Julia H. Ortony, Tirtha Chatterjee, Logan E. Garner, Arkadiusz Chworos, Alexander
Mikhailovsky, Edward J. Kramer, and Guillermo C. Bazan

Journal of the American Chemical Society, 2011, 133, 8380-8387
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36. Effect of the Peptide Secondary Structure on the Peptide Amphiphile Supramolecular
Structure and Interactions
Dimitris Missirlis, Arkadiusz Chworos, Caroline J. Fu, Htet A. Khant, Daniel V.
Krogstad, and Matthew Tirrell
Langmuir, 2011, 27, 6163-6170

37. Od chemii bioorganicznej do biologii chemicznej
Wojciech T. Markiewicz, Henryk Koroniak, Arkadiusz Chworos, Piotr Mucha, Jan
Barciszewski
Misja Nauk Chemicznych, Wydawnictwo Nauka I Innowacja, 2011, 109-124 (book chapter)

38. Rational design of RNA nanoparticles and nanoarrays
Arkadiusz Chworos

RNA Nanotechnologies, Pan Stanford Publishing, 2013, (book chapter)

Lista zgloszen patentowych:

1. W.]J. Stec, L.A. Wozniak, A. Chworos, J. Pyzowski
Methods of Synthesis P-chirality’s analogues of nucleotides
UP RP P-319677 25.04.1997

2. W]. Stec, L.A. Wozniak, A. Chworos, J. Pyzowski
A Process for the Synthesis of Modified P-Chiral Nucleotide Analogs
European Patent: EP 0 977 769 B1 (Nov. 5, 1998)
World Wide Patent: WO 98/49179 (Nov. 5, 1998)
United States Patent: US 6,407,223 B1 (Jun. 18, 2002)
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Rozprawa habilitacyjna
Tytul: ,Samo-organizujqce sie fragmenty RNA”

Podstawe rozprawy habilitacyjnej stanowi 9 prac wspodtautorstwa habilitanta, z
ktorych 5 to prace oryginalne [H1, H3, H6-HS8], 3 przeglady literaturowe, lub
rozdzialy do ksiazek [H4-H5, H9] i jedno doniesienie pokonferencyjne [H2].

Lista publikacji naukowych stanowiacych podstawe rozprawy habilitacyjnej

H1. Building Programmable Jigsaw Puzzles with RNA.

Arkadiusz Chworos, Isil Severcan, Alexey Y. Koyfman, Patrick Weinkam, Emin Oroudjev,
Helen G. Hansma and Luc Jaeger

Science, 306, 2004, 2068-72. (IF2011=31.201, cited:224)

H2. From RNA Tectonics to Programmable Jigsaw Puzzles Made of RNA
Arkadiusz Chworos and Luc Jaeger
Proceedings Foundations of Nanoscience, 2005, 157-162

H3. Controlled Spacing of Cationic Gold Nanoparticles by Nanocrown RNA

Alexey Y. Koyfman, Gary Braun, Sergei Magonov, Arkadiusz Chworos, Norbert O. Reich,
Luc Jaeger

Journal of the American Chemical Society, 127, 2005, 11886 -11887 (IF2011:9.907, cited:40)

H4. The architectonics of programmable RNA and DNA nanostructures
Luc Jaeger and Arkadiusz Chworos
Current Opinion of Structural Biology, 4, 2006, 531-543. (IF2011=9.424, cited:100)

H5. Nucleic acid foldamers: design, engineering and selection of programmable bio-
materials with recognition, catalytic and self-assembly properties

Arkadiusz Chworos and Luc Jaeger

Foldamer, by Wiley, Chapter 10, 2007, (book chapter)

Hé6. Square-Shaped RNA Particles from Different RNA Folds
Isil Severcan, Cody Geary, Erik Verzemnieks, Arkadiusz Chworos, and Luc Jaeger
Nano Letters, 2009, vol 9, issue 3, 1270-1277. (1IF2011=13.198, cited:29)

H7. A polyhedron made of tRNAs
Isil Severcan, Cody Geary, Arkadiusz Chworos, Neil Voss, Erica Jacovetty, Luc Jaeger
Nature Chemistry, 2010, 2, 772 — 779 (IF2011=20.524, cited:28)

H8. Promoting RNA Helical Stacking via A-minor Junctions
Cody Geary, Arkadiusz Chworos, Luc Jaeger
Nucleic Acids Research, 2011, 39(2), 1066—-1080. (IF2011=8.026, cited:10)

H9. Rational design of RNA nanoparticles and nanoarrays
Arkadiusz Chworos
RNA Nanotechnologies, by Pan Stanford Publishing, 2013
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Omowienie tematyki rozprawy pt. ,Samo-organizujqce sie fragmenty RNA”
Tematyke rozprawy mozna podzieli¢ na dwa zasadnicze tematy:

1. Metodyka racjonalnego projektowania strukturalnych fragmentow RNA i ich
zastosowania w bionanotechnologii

2. Zastosowanie technik mikroskopii skaningowej do badania nano-obiektow
zbudowanych z kwaséw nukleinowych

Ad.1 Metodyka racjonalnego projektowania strukturalnych fragmentow RNA i ich
zastosowania w bionanotechnologii

Poczatek badan nad czasteczkami RNA sigga niemal stu lat wstecz; ich zdolnos¢ do
przekazywania informacji genetycznej, sposoby faldowania, a takze wlasciwosci
regulatorowe sa wciaz badane, a ogromny potencjat strukturalny pozostaje nie w
petni wykorzystany. Wielu badaczy okresla czasteczke RNA jako ‘molekute zycia’,
ktorej prekursor mogt stanowi¢ platforme dla pierwszych, samoreplikujacych sie
organizmow ozywionych. Dzisiaj wiemy juz, ze RNA bierze udzial w wigkszosci
procesow zyciowych jako matryca do biosyntezy biatek, transporter pojedynczych
aminokwasow i gldwna czes¢ maszynerii rybosomalnej. Krétkie fragmenty RNA
stanowia roéwniez cze$¢ aparatu regulatorowego oraz sygnalowego, stosowanego
przez Nature do komunikacji miedzykomorkowej.

W roku 2003, w ramach stazu naukowego dotaczyltem do grupy badawczej Prof. L.
Jeagera. Wspdlnie staralismy si¢ odpowiedzie¢ na nurtujgce nas pytanie: czy
strukturalne fragmenty RNA moga ulega¢ samo-organizacji poza naturalnym
srodowiskiem, w sposdb pozwalajacy na kontrole ksztaltu i wielkosci powstajacych
czastek. OpieraliSmy si¢ w tym czasie na dostepnej wiedzy dotyczacej strukturalnych
komponentow RNA, takich jak powtarzalnos¢ motywow RNA [Leontis et al. 2002,
Lescoute et al. 2005], budowa fragmentow RNA [Leontis and Westhof 2001 and 2003] oraz
podstaw reorganizacji motywow RNA w przestrzeni wirtualnej in-silico [Jaeger and
Leontis 2000, Jaeger et al. 2001]. Zagadnienie samo-organizacji zaprogramowanych
fragmentow RNA musiato jednak by¢ doktadniej przebadane i udokumentowane.
Przedstawione tutaj badania pokazuja proces przejscia od ’building artificial RNA-
based jigsaw puzzle’, do bionanotechnologii RNA. Streszczenie calej metodologii
przedstawione zostato w rozdziale ksiazki, bedacej ostatnia pozycja rozprawy [H9].

Czasteczki kwasu rybonukleinowego (RNA), zdolne sa, z jednej strony, do transferu
informacji genetycznej zdeponowanej w DNA, z drugiej zas, RNA znane jest ze swej
specyficznej aktywnosci Kkatalitycznej. Poczynajac od odkrycia aktywnosci
enzymatycznej rybozymow, poprzez okreslenie funkcji katalitycznej RNA w
rybosomach, poznano aktywnosci nukleolityczne czasteczek RNA. Dodatkowo, w
ostatnich latach poznano wiele sekwencji aptamerycznych zdolnych do
specyficznego wigzania liganddw takich jak np. flawina, ATP, GFP, teofilina (1,3-
dimetyloksantyna), itp. Odkryto rowniez fragmenty RNA, tzw. ryboprzetaczniki
zmieniajace swoja strukture w obecnosci swoistych ligandow i regulujace w ten
sposOb ekspresje gendow na poziomie transkrypcji i translacji. Niedawno odkryta
zostala rowniez kolejna funkcja krotkich sekwencji RNA. Okazuje sig, Zze czesc
niekodujacych fragmentow transkrybowanego RNA (ncRNA), w formie krétkich
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(matych) interferujacych RNA (siRNA) oraz mikroRNA (miRNA) odpowiedzialna
jest za regulacje ekspresji gendow i prawdopodobnie przekaz sygnatow
miedzykomorkowych i/lub miedzytkankowych.

Odkryciem istotnym dla bionanotechnologii, opierajacej si¢ na RNA, bylo poznanie
motywow, obecnych w przestrzennych strukturach RNA [Batey et al. 1999, Lescoute et al.
2005]. Motywy strukturalne RNA to kilku-kilkunastonukleotydowe fragmenty
posiadajace charakterystyczne ulozenie przestrzenne. Zauwazono, ze w
przeciwienstwie do formy deoksy-, zasady nukleinowe w RNA zdolne sa do
tworzenia wigzan wodorowych pomiedzy wszystkimi trzema plaszczyznami
nukleotydu, zwanymi dalej: ‘Watson-Crick edge’ (WC), ‘Hoogsteen edge’ (H) i ‘sugar
groove edge’ (SG). Biorac pod uwage dwa mozliwe ulozenia parowania zasad
nukleinowych: cis (wspotbiezny wzgledem wigzania glikozydowego) lub trans
(przeciwbiezny), istnieje potencjalnie mozliwos¢ wystepowania 12 oddziatywan
dwoch nukleozydoéw, przy czym w naturze odnaleziono tylko 11 tego typu potaczen
[Leontis and Westhof 2003]. Wiele z tych oddziatywan wystepuje jednoczesnie w jednym
motywie, tworzac bardzo stabilne wuklady przestrzenne. Pozwala to na
przypuszczenie, ze tak zdefiniowane fragmenty (motywy) beda tworzyly stabilna
strukture, jak w przypadku parowania wylacznie typu WC, podczas formowania
podwojnej helisy DNA czy RNA. Przypuszczenie to bylo jednak niepotwierdzone w
przypadku RNA. Podjelismy wigc zadanie wykorzystania wiedzy o motywach RNA
celem zbudowania sztucznych struktur, mogacych fatldowac sie¢ i samo-organizowac
w przewidywalny sposdb.

Pierwotnym zaloZzeniem bylo skonstruowanie ukladu zbudowanego z RNA,
posiadajacego geometryczny ksztalt, taki by byl on dostatecznie unikatowy.
Podjelismy decyzje, aby zbudowaé nanoczastke RNA, przypominajaca ksztattem
kwadrat. W celu usztywnienia catosci struktury, wykorzystano motyw tzw. kata
prostego, pobrany ze zdeponowanej w bazie PDB struktury krystalicznej duzej
podjednostki rybosomu z Haloarcula marismortui, 1FFK [Ban et al. 2000].

Dokiadna analiza struktury

tego 11-nukleo ty dowego Extracted RNA motifs Recombined RNA structure
fragmentu,  wskazuje  na % ‘ ‘ L AR o
obecnos¢ szeregu & 5
niekanonicznych wigzan ¥ RAmotif fai ks
) helix loop-loop '

wodorowych,  wystepujacych

. . Rys. 1 Projektowanie fragmentéw tecto-RNA
pomiedzy zasadami

nukleinowymi. Cztery oddziatywania typu SG:SG trans, z dodatkowymi
oddzialywaniami interkalujacymi [Grabow et al. 2012], zapewniaja znaczaca stabilizacje
struktury tego motywu [Batey et al. 1999]. Motyw kata prostego, ‘right-angle’ (RA)
(czerwone fragmenty, Rys. 1), ulozeniem helis przypomina konstrukcje wiencowa
obecng w motywie skrzyzowaniu Hollidaya DNA, tzn. jedna z helis sgsiadujacych z
motywem uloZona jest przestrzennie nad druga, w taki sposob, ze przedtuzenia helis
krzyzuja si¢ w przestrzeni.
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Celem uzyskania zamknigtej formy tetrameru, motywy RA zostaly potaczone za
pomoca innego strukturalnego fragmentu RNA, stanowigcego miejsce startu
dimeryzacji, ‘dimerization initiation site’ (DIS) w strukturze ludzkiego wirusa
niedoboru odpornosci, ‘human immunodeficiency virus’ (HIV) [Lodmell et al. 2000]. Ten
stabilny motyw, zbudowany z 6 kanonicznych par zasad, opiera si¢ na
oddzialywaniu typu petla-petla, ktore umozliwia usytuowanie, w bliskim
sasiedztwie, dwoch helikalnych fragmentéw (niebiesko-zielone elementy, Rys. 1).
Trwato$¢ termodynamiczna takiego niekowalencyjnego potaczenia, w obecnosci
jonow dwuwartosciowych, jest znacznie wigksza, niz w przypadku wystepowania
wylacznie parowania zasad typu WC [Woodson 2005]. Wyselekcjonowane motywy
(motyw RA i DIS kissing complex) zostaly potaczone za pomoca odpowiedniej
dtugosci fragmentéw kanonicznej podwojnej helisy RNA (szary fragment, Rys. 1).
Odlegtos¢ pomiedzy motywami nie pozostawala przypadkowa, natomiast zostata
zaprojektowana w taki sposob aby tetramer RNA tworzyt forme zamknieta (Rys. 2).
Zgodnie z modelem, w przypadku motywu RA, przestrzen pomiedzy motywami
powinna by¢ wielokrotnoscig 5 lub 11 par zasad RNA. Tréjwymiarowy wirtualny
model nanoczasteczki RNA zbudowano wykorzystujac oprogramowanie Swiss-PDB.
Jest to jeden z niewielu napisanych dotad programdéw, pozwalajacy na relatywne
ulozenie fragmentdw w przestrzeni tréjwymiarowej (dokowanie) w sposob
manualny, ich edytowanie na poziomie atomowym, a dodatkowo wykonywanie
prostych obliczen potencjaléw elektronowych [Guex and Peitsch 1997]. W oparciu o
trojwymiarowy wzorzec (matrycg), mozliwe bylo okreslenie obecnych struktur
drugorzedowych oraz odczytanie zmiennych i statych (konserwatywnych)
fragmentow sekwengji [H1, H4].

Jednostki RNA posiadajace ksztatt litery L (Rys. 2)
zostaly zaprojektowane w taki sposob, aby

Low 02mM Mgz 33
mozliwe bylo laczenie si¢ monomeréw poprzez

loop-loop

oddziatywania petla-petla ‘kissing complex’ 1 4 vecromin wie
tworzenie stabilnej struktury kwadratu RNA. W

2 Tecto-RNA squares

tail-tail 1 High 10mM Mg2+
kolejnych etapach otrzymany tetrametr zostat

rozbudowany do dwu i tréjwymiarowych
obiektow RNA. Do tego wykorzystano
jednoniciowe fragmenty motywu kata prostego
(oznaczone  kolorem  fioletowym,  Rys.1)

posiadajace  sekwencyjna  specyficznos¢, co

RNA 2D-array

pozwalalo na  kontrolowanie oddzialywani Rys.2 Schemattgczenia sie czasteczek
tecto-RNA

pomiedzy dwiema jednostkami pod wzgledem
kierunku, wielkosci i orientacji powstajacej struktury. Wykorzystujac poszczegdlne
opcje geometrycznego ulozenia jednoniciowego fragmentu stworzyliSmy biblioteke
jednostek tecto-RNA, ktdre, po wymieszaniu, same si¢ organizowaty do
programowalnych uktadéw nano-siatek 2D roznego typu (Rys. 2 i 4). Metodologia
otrzymywania nanoczastek i nano-siatek RNA zostala opisana w pracach [H1-H2,
H4-H5]. Tego typu struktury RNA zostaly roéwniez wykorzystane do
pozycjonowania na nich nanoczastek ztota [H3].
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W celu poprawy stabilno$ci nano-struktury kwadratu i poszerzenia palety
motywow, ktére moga by¢ wykorzystywane do projektowania strukturalnych RNA
przeszukiwaliSmy wsrod dostepnych danych krystalograficznych zdeponowanych
w bazie PDB plaskich motywéw RNA, z ukladem trzech helis utozonych w ksztatt
litery T. Wynikiem bylo wyselekcjonowanie tzw. motywu 3W] (3-way junction),
nalezacego do rodziny opartej na platformie niekanonicznego oddziatywania U:A,
zwanego UA_handle [Jaeger et al. 2009]. Wybrany motyw, pochodzi ze struktury 23S
rRNA, z Haloarcula marismortui [Ban et al. 2000], a zbudowany jest z trzech helis - dwie
ulozone sa wspdtosiowo, a trzecia usytuowana pod katem 90°do pozostatych [H6].

Kolejnym, niezwykle stabilnym, strukturalnym motywem
RNA, stosowanym do konstruowania nanoczastek tecto-
RNA [H6], a pdzniej trojwymiarowego prostopadioscianu
[H7], byt motyw tRNA. Nalezacy do rodziny motywdéw
wielokierunkowych, motyw tRNA pochodzi z licznie
wystepujacych w komodrkach czasteczek tRNA. Motyw ten

jest  stabilizowany — poprzez —wewnatrzczasteczkowe
oddzialywania dalekiego zasigegu, typu petla-petla (D-T),
prowadzace do zwartego upakowania czasteczki tRNA
(Rys. 3). tRNA tetramer
Rys. 3 Antygraniastostup tRNA

Ad. 2 Zastosowanie technik mikroskopii skaningowej do badania nano-obiektow

zbudowanych z kwasdéw nukleinowych

Kluczowym w badaniach nad samo-organizacja RNA bylo wybranie odpowiedniej
techniki pozwalajacej na badanie struktury przestrzennej oraz stabilno$ci motywow
RNA, jak réwniez analizy ksztattu i integralno$ci konstruowanych nanoczasteczek i
nano-siatek RNA. W zwiazku z faktem, ze wigkszos¢ sposrdd badanych struktur jest
transparentna dla wiazki elektronowej wykorzystywanej m.in. w elektronowej
mikroskopii skaningowej — SEM (Scanning Electron Microscopy) oraz transmisyjnej
mikroskopii elektronowej — TEM (Transmission Electron Microscopy), stosowanie tych
metod, bez dodatkowego napylania czastek metali, lub redukcji soli metali na
powierzchni biomolekul jest niemozliwe. Natomiast niskoenergetyczna analiza
elektronowa Cryo-EM, polaczona z rekonstrukcja pojedynczej nanoczastki, nie byta
w tym czasie wystarczajaco doktadna. Co wigcej metodyka cryo-EM, podobnie jak
krystalografia rentgenowska wymaga pozyskania znacznych ilosci materii. W' tej
sytuacji jedyna wlasciwa metoda pomiarowa okazala si¢ mikroskopia sit atomowych
AFM (Atomic Force Microscopy). Wprowadzona w latach 80-tych przez Gerda Binniga
i Heinricha Rohrera, mikroskopia AFM jest metoda powszechnie stosowana w
analizie topologii powierzchni relatywnie twardych, takich jak powierzchnie
krzemowe, polimerowe czy krystaliczne. W pierwszym etapie technike AFM
nalezalo dostosowa¢ do badania relatywnie migkkich powierzchni zbudowanych z
materiatow pochodzenia biologicznego. Dodatkowo, badania mialy by¢ prowadzone
w naturalnym srodowisku buforowym w przeciwienstwie do typowej analizy
powierzchni cial statych.
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Owczeénie opracowany tryb ‘tapping-mode’ (badanie powierzchni za pomocy igly
pomiarowej oscylujacej w poblizu czestotliwosci rezonansowej i zmiany tej
czestotliwosci w zetknieciu z powierzchnia), okazal si¢ najwlasciwszy do badania
biomateriatow.

Ptaska powierzchnia krysztaléw miki jest najczesciej stosowanym materialem do
deponowania i analizy probek biologicznych, jednak procedura osadzania
nanoczastek RNA wymagata optymalizacji. Odrebna procedura zostata zastosowana
w przypadku nano-siatek RNA (Rys. 2), w ktorych proces samo-organizacji
nanoczastek na powierzchni miki jest scisle kontrolowany przez dwuwartosciowe
jony metali, odpowiedzialne za stabilizacje¢ struktury, ale réwniez za wiazanie
ujemnie natadowanych obiektow zbudowanych z RNA z powierzchnia miki.

Opracowana przez nas metodologia racjonalnego projektowania nanoczastek tecto-
RNA zostala zaadaptowana do wytwarzania i badania rdéznych obiektéw
zbudowanych z nanoczastek RNA [H6], w tym zamknietych i otwartych
dwuwymiarowych ‘nano-siatek” [H1], trojwymiarowych ‘nano-pudetek’” RNA [H7],
jednostek heksagonalnych [Grabow et al. 2011, Afonin et al. 2012] itp. Aktualnie jest to
uniwersalna metoda (architectonics RNA), jaka mozna zastosowac do projektowania
dowolnych ksztaltow przestrzennych RNA.

Szczegolowy opis wybranych prac naukowych:

H1. Building Programmable Jigsaw Puzzles with RNA
Arkadiusz Chworos, Isil Severcan, Alexey Y. Koyfman, Patrick Weinkam, Emin Oroudjev,
Helen G. Hansma, Luc Jaeger, Science, 306, 2004, 2068-72. (IF2011: 31.201, cited: 224)

Praca ta byta pierwszym komunikatem opisujacym proces projektowania i syntezy
sztucznych, stabilnych nanoczastek RNA, przyjmujacych zaplanowany ksztalt
geometryczny. Prace rozpoczeliSmy od zaprojektowania tetrameru RNA o ksztalcie
kwadratu. Celem osiagniecia wlasciwego sfaldowania i usytuowania monomerow
tecto-RNA zastosowaliSmy motyw kata prostego, ‘right angle’ (RA), w sktad ktorego
wchodzi 11 wysoce konserwatywnych nukleotyddw [Gagnon and Steinberg 2002], co
powoduje ulozenie sasiadujacych helis pod katem 90° (Rys. 1). Ten kompaktowy
motyw, przedtuzony za pomoca kanonicznych podwdjnych helis RNA, byt
potaczony z sasiadujacym fragmentem RNA za pomoca kolejnego oddziatywujacego
wspolliniowo motywu strukturalnego typu petla-petla, ‘kissing loops” (KL) [Lodmell et
al. 2000]. Modelowania bylo prowadzone w wirtualnej przestrzeni trojwymiarowe;j,
przy uzyciu oprogramowania SwissPDBviewer [Guex and Peitsch 1997], ktore pozwala
na wyizolowanie motywow z wigkszych strukturalnych fragmentéow RNA i ich
wzgledne utozenie (Rys. 1). Tak otrzymane trojwymiarowe modele byly nastepnie
wykorzystywane do zaprojektowania sekwencji poszczegdlnych monomerow.
Czasteczki RNA otrzymano w warunkach in-vitro, w procesie transkrypcji na
matrycy dwuniciowego DNA (dsDNA). Dwuniciowe DNA zawierajace sekwencje
promotorowa dla polimerazy T7 otrzymywane byly na syntetycznej matrycy
oligonukleotydowej w reakcji PCR, co zapewnialo duza ‘czysto$¢ sekwencyjna’
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koncow dupleksu. Jednostki tecto-RNA, po oczyszczeniu i wyizolowaniu, byly
poddane fatdowaniu i samo-organizacji do form ‘kwadratow’. Proces prowadzono
w ukladach buforowych (TBE) z dodatkiem jonéw dwuwartosciowych (Mg?). Jony
dwuwartosciowe metali sa niezbedne do prawidlowego faldowania RNA, i
stabilizacji struktury przestrzennej nanoczastek. Otrzymano ,kwadraty” RNA, ktore
okazaty sie wystarczajaco stabilne i mogly by¢ wyizolowane, za pomoca technik
zelowych (agaroza, natywny PAGE). W Kkolejnym etapie odpowiednio
zaprogramowane (w czesci jednoniciowej) ,kwadraty” RNA byly wzajemnie taczone
tak, aby mogly tworzy¢ nieskoniczone szeregi i siatki dwuwymiarowe (Rys. 2 i 4) lub
calkowicie programowalne zamkniete ,klatki” [H2]. Procedury samoistnego
organizowania si¢ RNA nie byly w tym czasie dostepne, co wymagalo opracowania
odpowiednich protokotow, tacznie ze sktadem buforu i metodyka faldowania. Do
tego celu nalezato zaprojektowaé i zbudowac¢ niewielka, hermetycznie zamknieta
kapsute do przygotowywania probek w warunkach kontrolowanej wilgotnosci i
temperatury. Kapsula ta pozwalala na otrzymywanie nano-struktur RNA na
ulozonych horyzontalnie krazkach z miki w gradiencie temperatury, w czasie 48-72h.

W pracy tej zbadano takze wptyw ukierunkowania i orientacji fragmentéw
jednoniciowych usytuowanych na narozach tetrameru, na geometri¢ powstajacych
kompleksow. Precyzyjna kontrola oddzialywan (na podstawie swoistosci sekwengji),
pozwolita zaprojektowac zréznicowane nanouklady RNA, otrzymywane w wyniku
mieszania odpowiednich komponentow, matych (10 nm) i duzych (13 nm) jednostek
kwadratow tecto-RNA (Rys. 4).
Wykorzystujac rézny poziom
stabilnosci pomiedzy wigzaniem
petla-petla w obrebie tetrameru, a
6-nukleotydowymi
jednoniciowymi
oddziatywaniami pomiedzy
kwadratami, ptaskie kompleksy
RNA mogly by¢ otrzymywane
etapowo. Na poczatku zamkniete
tetramery formowano w niskim
stezeniu (0.2 mM) jonow
magnezowych, koniecznych
jedynie do stabilizacji motywdw
RA i oddziatywan typu petla-
petla. Nastepnie, kwadraty byly
mieszane w 1 mM stezeniu jonow

magnezowych i skladane w ‘ e
wieksze ukiady. Rys. 4 Paskie nano-siatki zbudowane z tecto-RNA .

Prezentowane w tej publikacji wysokorozdzielcze obrazy, otrzymane metoda
mikroskopii sit atomowych, pokazuja jednoznacznie zatozony kwadratowy ksztatt
obiektu. Warty uwagi jest jednak fakt, iz zdjecia te sa rezultatem szeregu badan
wstepnych poswieconych na opracowanie wtasciwej procedury otrzymywania i
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osadzania probek na powierzchni mineralnej miki oraz analize¢ za pomoca AFM.
Dzieki wspodtpracy z laboratorium Prof. Paula i Helen Hansma, mieliSmy dostep do
najnowszych instrumentdw mikroskopii skaningowej.

Motyw kata prostego, gtéwny element strukturalny wykorzystany w tej pracy byt
ostatnio  przedmiotem dokladnych badann znaczenia konserwatywnosci
sekwencyjnej, jego stabilnosci oraz procesu fatdowania [Grabow et al. 2012]. W kilku
miejscach krystalicznej struktury rRNA odnaleziono modularny komponent,
sktadajacy sie¢ z dwoch motywow ‘GA-minor’ (G:A SG:SG trans), wystepujacych w
obu helisach motywu RA.

H2. From RNA Tectonics to Programmable Jigsaw Puzzles Made of RNA
Arkadiusz Chworos, Luc Jaeger, Proceedings Foundations of Nanoscience, 2005, 157-162

Praca ta omawia ogolna  procedure
projektowania, syntezy i analizy nanoczastek
RNA. Kluczowym w tym komunikacie byto
jednak zaprezentowanie po raz pierwszy
wynikow pokazujacych otrzymanie catkowicie
kontrolowanych nano-siatek zbudowanych =z
RNA. Struktura ‘3x3’, zbudowana z 9 réznych
tetrameréw organizuje si¢ samoistnie  przy
udziale 12 specyficznych oddziatywan typu
ogon-ogon, ‘tail-tail’ (Rys. 5). Do tego celu
wyselekcjonowane zostato kilkanascie

specyficznych  sekwencji  dupleksow RNA
(o dlugosci 6-ciu par zasad). Uzyskano to przy Rys. 5 W peini programowalna nano-
pomocy programu, napisanego w jezyku siatka zbudowana z RNA.
programowania Java, ktéry to pozwalal na

wyszukiwanie termodynamicznie specyficznych sekwencji RNA w oparciu o
algorytm najblizszego sasiada, ‘nearest-neighbor’ [Mathews 2006]. Program ten
generowal baze danych wszystkich mozliwych 6-nukleotydowych sekwencji RNA,
nastepnie odrzucat te komplementarne (AAG >2.5kcal) do sekwencji w obrebie petli
wewnetrznych i, ostatecznie, wyszukiwat 12 specyficznych sekwengji tworzacych
najbardziej trwate dupleksy RNA.

Odkrycie w pelni adresowalnych nano-siatek RNA okazato si¢ waznym krokiem z
punktu widzenia kontrolowanego pozycjonowania funkcjonalnych nanoczastek, czy
tez biatek na powierzchni takich siatek [Yan et al. 2003]. Na przykiad, mozemy sobie
wyobrazi¢ kowalencyjne potaczenie metalicznych nanoczastek z jedng z czasteczek
RNA wchodzacych w sklad sieci, po ztozeniu ktérych bedzie mozliwe
wygenerowanie obrazu i analiza pojedynczej nanoczastki ‘single particle analysis’
[Liu et al. 2005]. Strategie podobna do tej stosowano w przypadku nanotechnologii
DNA [Feng et al. 2003], jednak w prezentowanej pracy po raz pierwszy pokazalisSmy
catkowicie adresowalng strukture zbudowang z RNA.
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H3. Controlled Spacing of Cationic Gold Nanoparticles by Nanocrown RNA

Alexey Y. Koyfman, Gary Braun, Sergei Magonov, Arkadiusz Chworos, Norbert O. Reich,
Luc Jaeger

Journal of the American Chemical Society, 127, 2005, 11886 -11887 (IF2011:9.907, cited:40)

Tematyka tej pracy pokazuje zastosowanie, opracowanej wczesniej metodologii
racjonalnego projektowania ustrukturyzowanych fragmentow RNA do otrzymania
zdefiniowanych przestrzennie nano-drabinek RNA i osadzania na nich nanoczastek
ztota. Projektowanie, synteza i analiza spektroskopowa nanoczastek tecto-RNA i
struktur liniowych drabinek RNA wykonana zostala przeze mnie lub bezposrednio
pod moim nadzorem. Sprawowalem opieke nad dwczesnym studentem Alexeyem
Koyfmanem, ktory jest pierwszym autorem pracy. Gléwnym celem badan bylo
precyzyjne pozycjonowanie nanoczastek ztota (AuNP) za pomoca ich oddzialywan
elektrostatycznych z grupami fosforanowymi w zaglebieniach kwadratow RNA.
Projekt ten inspirowany byl checia zbadania mechanizmu tunelowania
elektronowego na nanoczastkach ztota, wymagajacy precyzyjnego umiejscowienia
AuNP pomiedzy dwoma elektrodami [Mirkin et al. 1996, Bates et al. 2006]. Efekt ten zalezy
od wielkosci nanoczastek metalu szlachetnego (4-10 nm) i niewielkiej odleglosci
pomiedzy czastkami (1-4 nm). Zakladajac mozliwos¢ kontroli wielkosci jednostek
tecto-RNA oraz odlegloSci pomiedzy nimi, za pomocg dlugosci potaczen
dwuniciowych RNA, usytuowanie AuNP w zaglebieniach jest przewidywalne i na
tej podstawie kontrolowane moga by¢ odstepy pomiedzy nanoczastkami ztota.
W naszym przypadku zakladana odlegtos¢ pomiedzy srodkami kwadratow byta
rzegdu 11-12 nm. Praca ta pokazuje przewage stosowania ,nano-drabinek”
zbudowanych z RNA nad nieustrukturyzowanymi dwuniciowymi DNA, w ktorych
odlegtosci pomiedzy przylaczonymi czastkami zlota byly zréznicowane z powodu
ich statystycznego rozktadu wzdtuz helisy DNA.

H4. The architectonics of programmable RNA and DNA nanostructures
Luc Jaeger, Arkadiusz Chworos
Current Opinion of Structural Biology, 4, 2006, 531-543. (IF2011=9.424, cited:100)

Byl to pierwszy przeglad, w ktorym porownaliSmy rozne podejscia do
bionanotechnologii DNA i RNA. W owym czasie znacznie wigkszym
zainteresowaniem oraz wsparciem finansowym cieszyla si¢ bionanotechnologia
oparta o DNA (niz znacznie mlodsza tecto-RNA). W tym artykule pokazaliSmy
przewage stosowania RNA, jako budulca do konstrukci biologicznych
nanomateriatow, a takze metody samoorganizacji nanoczasteczek RNA w
biokompatybilne ukfady strukturalne. Ponadto, omoéwione zostaly w tej pracy
metody wizualizacji bionanoczastek, procesy taczenia motywdéw DNA i RNA,
zasady tworzenia ukladow stabilnych (tensegrity) dla sztywnych elementow
strukturalnych oraz metodologia oparta na tecto-RNA.
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H5. Nucleic acid foldamers: design, engineering and selection of programmable bio-
materials with recognition, catalytic and self-assembly properties

Arkadiusz Chworos, Luc Jaeger

Foldamers, by Wiley, Chapter 10, 2007, (book chapter)

W oparciu o wczesniej opisany przeglad przygotowany zostal réwniez rozdziat do
ksiazki, wydawnictwa Wiley, pod tytulem ,Foldamers”. W rozdziale tym
przedstawione zostaly zasady obowiazujace przy projektowaniu pierwszo-, drugo- i
trzeciorzedowych struktur zbudowanych z kwasow nukleinowych; a wigc zasady
kierujace wzorcem faldowania i somo-organizacji nanoczasteczek DNA i RNA.
Opisane zostaty réwniez ,czwartorzedowe” oddzialywania dla wieloelementowych
uktadéow  supramolekularnych, ktéore moga by¢ generowane w sposob
przewidywalny co do ksztaltu, orientagji i liczby tworzonych sprzezen/potaczen.

Modularnos¢ strukturalnych fragmentéw RNA dostarcza zbioru funkcjonalnych
motywow, takich jak ryboprzetaczniki, rybozymy, aptazymy i aptamery.
Rozpatrywane sa tu takze metody selekcji oraz chemicznych modyfikacji, ktdre
potencjalnie moga zosta¢ wykorzystane w projektowaniu nowych funkcjonalnych
nanoczastek, z kontrolowang strukturalng i chemiczng stabilnoscia.

Hé6. Square-Shaped RNA Particles from Different RNA Folds
Isil Severcan, Cody Geary, Erik Verzemnieks, Arkadiusz Chworos, Luc Jaeger
Nano Letters, 2009, vol 9, issue 3, 1270-1277. (1IF2011=13.198, cited:29)

Badania opisane w omawianej pracy stanowily rozwinigcie opracowanej metody
projektowania nanoczasteczek RNA, w oparciu o motyw kata prostego RA [H1]. W
pracy tej dokonaliSmy pordéwnania znanego juz
motywu strukturalnego z motywami nowo
wyselekcjowanymi,  takimi  jak = motyw
tréjramienny, ‘three way-junction’” (3W]) oraz
motyw catego tRNA.

Motyw 3W] falduje si¢ do struktury
przypominajacej ksztalt litery T, z dwiema
helisami lezagcymi wzdtuz jednej osi oraz trzecig

usy’fuowanq pod katem 9(_) do plerwszych Rys. 6 Motyw 3WJ nalezgcy do rodziny
dwoch. Motyw  3W]  jest  polaczeniem UA_handle

submotywu G/AR (R - zasada purynowa A, G),

z platforma A-mniejsza ‘A-minor’ oraz ostrym zagieciem nici, ‘U-turn’. Motyw 3W]
tworzy rekurencyjne i stabilne upakowanie nalezace do rodziny UA-handle (Rys. 6),
dokladniej opisanej w pracy Jaegera i wsp. [Jaeger et al. 2009].

Kolejnym motywem wykorzystanym w tej pracy byt motyw tRNA. Transferowy
RNA naturalnie odpowiedzialny jest za dostarczanie pojedynczych aminokwasow
podczas procesu biosyntezy biatek, zgodnie ze specyficzna sekwencja kodu
genetycznego zawartego w mRNA. Ostatnie doniesienia literaturowe pokazuja, ze
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tRNA zaangazowany jest rowniez w inne procesy wewnatrzkomorkowe.
Przykladowo, fragmenty pochodzace z degradacji tRNA (tRFs), produkowane w
czasie stresu oksydacyjnego, moga by¢ odpowiedzialne za regulacje ekspresji gendw
oraz proliferacje komorek [Lee et al. 2009, Nawrot et al. 2011]. Ostatnio zaobserwowano
rowniez, ze mitochondrialne tRNA oddziatuje z cytochromem C, z wigkszym
powinowactwem od pozostatych typéw RNA, a powstaty kompleks moze odgrywac
istotng role w wewnatrzkomorkowym procesie programowalnej smierci komorki
[Mei et al. 2010].

Pomimo, ze tRNA jest jedna z najlepiej poznanych czasteczek RNA, jego potencjat
strukturalny nie zostal jeszcze catkowicie wykorzystany. W naszych badaniach
zastosowalismy motyw tRNA, znany z charakterystycznego ufatdowania w ksztatt
litery L, w ktérym ramie aminoacylowe i rami¢ antykodonowe usytuowane sa pod
katem 90°. W omawianej pracy dokonalismy metodycznego pordwnania tworzenia
zamknietych tetramerow RNA, opartych o motywy RA, 3W] i tRNA. Okazalo sig, ze
przestrzenny ksztalt tetrameru uzalezniony jest od uzytego motywu, warunkujac w
ten sposob wiasciwosci struktur tecto-RNA w kontekscie energii ich oddzialywania z
powierzchniag mineraléw. Tetramer zbudowany z jednostek zawierajacych motyw
kata prostego (opisany w H1) okazal sie by¢ stosunkowo elastyczny, jednakze w
strukturze o konstrukcji wiencowej, ‘cabin-log’, powierzchnia oddzialywania z
powierzchnia miki jest ograniczona. Skutkowalo to niewielka iloScia materii
obserwowana na powierzchni ptytki metoda AFM. Tetramer 3W] jest obiektem
relatywnie plaskim i wykazuje najwigeksze powinowactwo do powierzchni
mineralnych. Potwierdzita to duza liczba czastek RNA, opartych na 3W]J,
widocznych w obrazach AFM. Nanoczastka oparta na motywie tRNA posiada na
kazdym rogu dodatkowa petle “variable loop’, co powoduje ostabienie oddziatywania
z plytka: podczas analizy obserwowano na powierzchni miki mniejsza ilos¢ materii.

W pracach nad motywem tRNA usilowalismy takze otrzymac trojwymiarowe
nanoczasteczki, skladajace si¢ z 3 kwadratow tecto-RNA. Udato si¢ zebrac
wystarczajace dowody potwierdzajace te strukture, a szersza analiza
wielowymiarowych obiektow RNA przedstawiona jest w kolejnym artykule [H7].

H7. A polyhedron made of tRNAs
Isil Severcan, Cody Geary, Arkadiusz Chworos, Neil Voss, Erica Jacovetty, Luc Jaeger
Nature Chemistry, 2010, 2, 772 — 779 (IF2011=20.524, cited:28)

Zdobyte doswiadczenia w dziedzinie racjonalnego projektowania nanoczastek RNA
i analizy struktury za pomoca opracowanych przez nas technik biochemicznych i
spektroskopowych pozwolily na podjecie prob zbudowania wielowymiarowych
funkcjonalnych nanoczasteczek RNA. Budowa szesciennych obiektow, ztozonych z
kwasow nukleinowych zostala po raz pierwszy przedstawiona przez Nadriana C.
Seemana, inicjatora nanotechnologii opartej o DNA [Seeman 1982 i 2005]. Pomyst
utworzenia nano-szescianu zbudowanego z DNA byt ambitny, ale na tyle trudny, ze
udowodnienie tworzenia si¢ stabilnych ‘DNA scaffolds’” udato si¢ dopiero po 10

22



latach. Zainspirowani tymi pracami zastosowaliSmy metodyke racjonalnego
projektowania RNA, wykorzystujac poznany wczesniej motyw tRNA, do budowy
stabilnej struktury nano-szescianu RNA. Wczesniej opisany projekt [H6], bazujacy na
cyklicznej permutacji RNA Kklasy II, zaktadal zamiane otwartej helisy z ramienia
aminoacylowego tRNA w petle, z jednoczesnym otwarciem petli zmiennej ‘variable
loop’. Takie ulozenie przestrzenne motywu pozwolito na uzyskanie zamknietej formy
tetrameru (podobnie jak z motywem RA i 3W]), i jednoczesne wykorzystanie czesci
otwartej helisy do potaczenia dwoch podjednostek szescianu (Rys. 7). Doktadna
analiza motywu pokazala, iz kat ustawienia ramienia zmiennego tRNA bedzie
nadawal nanoczastce RNA raczej ksztalt antygraniastostupa, a nie regularnego
szescianu. Alternatywnie, gdy pofaczenia otwartych helis pomiedzy tetramerami
zostang odwrocone o kat 180°, kwadraty RNA powinny utworzy¢ ptaska forme
nano-siatki RNA (Rys. 7). Wilasciwa charakterystyka przestrzennych obiektow,
wystepujacych w postaci antygraniastostupa okazala si¢ bardziej wymagajacym
elementem badan.

W wyniku analizy powierzchni zdeponowanych w roztworach buforowych ,nano-
szesciandw”, otrzymano niskorozdzielcze obrazy; struktura nano-szescianow byta
zbyt gietka i poddawata sie naciskom igly AFM. Gdy zastosowano technike pomiaru
w warunkach bezwodnych, dehydratacja powodowata rozpad calej struktury.
Ostatecznie, zastosowana mikroskopia cryo-EM dostarczyla niezaprzeczalnych
danych strukturalnych, potrzebnych do kompletnej charakterystyki tych
nanoczasteczek zbudowanych z RNA. Interesujacym uzupetnieniem bylo badanie
zjawiska samo-organizacji prostopadtoscianow, ktore inicjowano w oparciu o
oddziatywanie wielodomenowego biatka (streptawidyny) jako tacznika. W tym celu
dwie z czasteczek tRNA zostaly chemicznie zmodyfikowane w czeSci ramion
zmiennych, biotynylowanym tanicuchem alkilowym (na przeciwnych stronach
prostopadtoscianu). Pozwolitlo to na polaczenie dwoch nanoczastek RNA z
pojedyncza czasteczka biatka, a w konsekwencji utworzenie lancuchowego
‘kopolimeru” RNA-biatko (w ilosci od 5 do 14 jednostek powtarzalnych).
Usytuowanie biotyny w kierunku do wnetrza prostopadioscianu umozliwiat, w
prawdzie potaczenie RNA ze streptawidyna, jednakze w takim ukladzie proces
oligomeryzacji nie mdgt zajs¢ i nanoczasteczki pozostawaly roztaczone.
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Rys. 7 Kwadrat tRNA moze by¢ zaprojektowany (a) w taki sposdb aby utworzyt zamkniety szescian
RNA (b,c), tetramer w ksztalcie krzyza (d) lub nano-siatke RNA (e). Zdjecie przestrzenne pojedynczego
szescianu (z lewej) lub kwadratu (z prawej) przedstawia panel f.

H8. Promoting RNA Helical Stacking via A-minor Junctions

Cody Geary, Arkadiusz Chworos, Luc Jaeger

Nucleic Acids Research, 2011, 39(2), 1066-1080 (IF 2011:8.026, cited:10)

W tej pracy zaprezentowano nowe podejscie
zastosowania technologii strukturalnych tecto-
RNA do  projektowania tzw.  rybo-
przetacznikdw  ‘riboswitches’. Gléwna idea
polegata na otrzymaniu programowalnych
biomolekut, ktére posiadaja potencjal zmiany
struktury pod wplywem czynnika
zewnetrznego, np. wiazania sie¢ z ligandem
niskoczasteczkowym lub bioczasteczka
(np. biatkiem).

Modelowanie opieralo si¢ na wykorzystaniu
motywu  wieloramiennego  ‘4-way-junction’

Open Junctlon

Parallel Hellces Antlparallel Helices
A-D/B-C stack A-B/C-D stack

e 2

He ~

Assembly Assembly

o Mu/t/ple Conformer
Kissing Loop Equilibrium Kissing Loop

Rys. 8 Nanoczgstka tecto-RNA (O) ulega
konformacyjnej zmianie do utozenia
rownolegtego (1) i dalej mutimeryzacji lub
przeksztatceniu do (IV) i utworzeniu dimeru.

(4W]), stanowiacego cze$¢ platformy A-minor dla helis (H57-H59), pochodzacych ze
struktury krystalicznej Haloarcula marismortui 23S rRNA (PDB ID: 1]J]2). Dwie z helis
oddzialywaty na zasadzie petla-petla, DIS HIV (PDB ID: 2B8R, 6wczesny 1JJM).

W oparciu o te specyficzne oddzialywania, wieloramienna czasteczka RNA (Rys. 8)
posiadata, w zaleznosci od konformacyjnych zmian motywu centralnego, zdolnos¢
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tworzenia zamknietych nanoczastek dimerycznych lub dtugich, liniowych potaczen
multimerycznych. Czynnikiem determinujacym byto zastosowanie mutacji w
przestrzeni oddzialywania petla-receptor (Ha-Hc). Specyficzne wigzanie petli GAAA
z motywem 11-nt powodowalo usztywnienie struktury, a w konsekwencji
oligomeryzacja do dlugich tancuchow RNA. Praca ta prezentuje szczegoly
modelowania i badan strukturalnych czasteczki RNA reagujacy na zmiany w
warunkach zewnetrznych (sktad roztworu).

H9. Rational design of RNA nanoparticles and nanoarrays
Arkadiusz Chworos
RNA Nanotechnologies, Pan Stanford Publishing 2012, (book chapter)

Opracowanie to (opublikowane, jako rozdziat do ksiazki) podsumowuje
metodologie tecto-RNA oraz aktualng wiedz¢ w dziedzinie racjonalnego
projektowania nanoczasteczek RNA. Zainspirowany réznymi podejsciami, zarowno
teoretycznymi, jak i eksperymentalnymi (analiza wzorcéw fatldowania RNA, badanie
wyizolowanych motywow, synteza czasteczek tecto-RNA, oddzialywania RNA-
biatko) omawiany rozdzial prezentuje cel budowy programowalnych, w pemi
funkcjonalnych czasteczek RNA. Czasteczki te moga potencjalnie znalez¢ rozliczne
zastosowania, takie jak nosniki informacji genetycznej o funkcji regulatorow
ekspresji gendw, indukci apoptozy czy testy do wykrywanie gatunkow
patogennych. Praca ta odzwierciedla rozwinigcie zainteresowan naukowych, z
podstawowych badann oddzialywan RNA, do praktycznego zastosowania
bionanotechnologii RNA. Jakkolwiek sam pomyst wykorzystania technologii
interferencji racjonalnie modelowanych nanoczasteczek RNA po raz pierwszy zostat
zaprezentowany w roku 2005 [Khaled et al. 2005], przez lata nie znalazl rozwiniecia.
Metodologia wbudowywania funkcjonalnych sekwengji regulujacych ekspresje
gendw w wielofunkcyjna czasteczke, nie jest do konica opracowana. Istotnym jest,
aby z jednej strony fragment matego interferujacego RNA (siRNA) chroniony byt
przed szkodliwym wplywem enzymoéw nukleolitycznych, ale z drugiej by zostat
uwolniony z nanoczastki RNA za pomoca specyficznych endonukleaz typu Ago lub
Dicer, a nastepnie winkorporowany w kompleks wyciszajacy RISC. Doniesienia z
ostatnich 2 lat sugeruja znaczne postepy na tym polu [Shu et al. 2011, Grabow et al. 2011,
Afonin et al. 2012]. Tematyka ta znajduje si¢ rowniez w centrum zainteresowania
naszego laboratorium.
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Perspektywy:

W obecnej chwili nasze badania skupiaja si¢ na zastosowaniach nanoczasteczek
strukturalnego RNA do regulacji ekspresji gendéw. Mamy juz dowody na to, ze
nanoczasteczki oparte na motywie 3W] ulegaja kontrolowanemu przecigciu za
pomoca enzymu Dicer. Dodatkowo, fragmenty te sa w stanie wycisza¢ ekspresje
biatek egzogennych winkorporowanych w sekwencje plazmidu kodujacego biatko
zielonej fluorescencji (GFP). Otrzymane wyniki, oparte na badaniach modelowych
in-vitro, jak rdwniez na analizie ilosciowej cytometrii przeptywowej beda podstawa
do opublikowania danych na temat terapeutycznych zastosowan nano-RNA.

Dodatkowo podjeliSmy badania trwatosci kompleksu tRNA z hemoproteing
(cytochrom C), odpowiedzialnego za uwalnianie tego biatka z przestrzeni
mitochondrialnej. Cytochrom C jest kluczowym elementem szlaku kaspazowego
prowadzacego do programowanej smierci komorki. Badania te, obecnie finansowane
z funduszu Narodowego Centrum Nauki, maja na celu zrozumienia procesow
faldowania i oddziatywania tRNA z biatkami procesu apoptozy.

Podsumowanie osiagnie¢ naukowych i wklad naukowy:

Liczba wszystkich publikacji: 38, w tym 30 wydanych po uzyskaniu stopnia
doktora, wiaczajac w to publikacje z wysokim IF (Science, Nature Chemistry, Journal of the
American Chemical Society, Langmuir, Nano Letters etc.), wspodlautorstwo w jednym
przegladzie (Current Opinion in Structural Biology), wspotautorstwo w 3 rozdziatach do
ksiazek (Foldamers wydany przez Wiley-VCH, Misja Nauk Chemicznych i RNA
Nanotechnologies wydany przez Pan Stanford Publishing). Wyniki przedstawiane zostaty
podczas 58 krajowych i miedzynarodowych konferencji naukowych w formie
posterow (ACS, Biophysical, RNA Society Meetings, etc.) i wykladéw na zaproszenie
(DNA-Based MicroNano Integration, Bioinformatics in Torun, MultiPole, Therapeutic
Nucleic Acids, etc.).

Ogdlny wklad naukowy: liczba cytowan 562 (z pominieciem wlasnych cytowar),
indeks Hirscha — 11 (warto$¢ na czerwiec 2013).

Udziat w finansowanych projektach naukowych:

1. ‘Synthesis and reactivity of mixed anhydrides methylphosphonate-carboxylate and its
applications for synthesis of oligonucleotide analogues” Komitet Badart Naukowych
grant no. 3 TO9A 061 17 1999-2001, grant promotorski.

2. ‘RNA Tectonics and Self-assembling RNA Nano-devices’ National Science Foundation
(NSF) grant no. 0317154 (Division of Chemistry) 2003-2005, gtéwny wykonawca.

3. ‘'MRSEC: Materials Research Science and Engineering Center at UCSB’ by National
Science Foundation grant no. 0520415 (Division of Materials Research) 2005-2006,
wykonawca (wraz z Prof. Luc Jaeger).
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4. ‘New Applications for Probe Microscopy of Biomolecular Materials’ by National Science
Foundation grant no. 0236093 (Division of Molecular and Cellular Biosciences)
2007-2008, kierownik projektu (PI).

5. ‘Resistance of RNA fragments against nucleases’, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego grant no. N302 643740 (grant habilitacyjny) 2011-2013, kierownik
projektu - projekt zakoniczony w roku 2013.

6. ‘The tRNA/cytochrome C complex formation and its role in programmed cell death’
Narodowe Centrum Nauki, grant no. 2011/01/B/NZ3/02090, 2012-2014, kierownik
projektu - projekt w trakcie realizacji.

Dziatalnos¢ pedagogiczna i edukacyjna:
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prowadzone w j. angielskim, liczba studentéw okoto 20.

Zajecia z bioinformatyki podstawowej (2011-2012r.) na wydziale Biotechnologii i
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prowadzacy wyktady (15 godz.), liczba studentow okoto 80.

Zajecia z bioinformatyki zaawansowanej (2012-2013r.) na wydziale International
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Katarzyna Wojcik — praca pt.: ‘Enzymatic resistance of RNA tertiary and quaternary
structures with three way junctions motif, obroniona z wyrdznieniem w 2011r. na
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triphosphates’, obroniona w 2012r. na Wydziale Chemii Uniwersytetu Lodzkiego.

(. (A OO & ‘/L\‘g Q Lk G (

29



