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1. Imie i nazwisko: Barbara Kedzierska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajacego
stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

29.06.1998 - tytutl magistra biologii (specjalnos¢: biologia molekularna); Wydzial Biologii,
Geografii 1 Oceanologii (obecnie Wydzial Biologii) Uniwersytetu Gdanskiego;
opiekun pracy: dr (obecnie prof. dr hab.) Michat Obuchowski; tytut pracy:
»Genetyczna analiza oddziatywan aktywatora CII bakteriofaga A z polimeraza
RNA Escherichia coli w rejonach promotoréw pi i pag”

12.12.2003 - stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii; Wydziat Biologii,
Geografii i Oceanologii (obecnie Wydziat Biologii) Uniwersytetu Gdanskiego;
promotor: prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn; tytut rozprawy: ,,Mechanizm
aktywacji transkrypcji przez biatko CII bakteriofaga A”. Praca doktorska
obroniona z wyrdznieniem.

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

01.10.1998 do 30.09.2002 - doktorantka Srodowiskowego Studium Doktoranckiego przy
Wydziale Biologii, Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego

01.05.2000 do 01.08.2000 — stazystka w Laboratory of Molecular Microbiology, University of
Sheffield Medical School, Wielka Brytania w ramach EMBO Short Term Fellowship

03.06.2002 do 03.09.2002 — stazystka w School of Bioscience, University of Birmingham,
Wielka Brytania w ramach FEBS Collaborative Experimental Scholarship for Central &
Eastern Europe

01.10.2002 do 14.10.2006 - asystent w Katedrze Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii,
Geografii 1 Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego

12.01.2004 do 12.08.2006 - postdoctoral research assistant w Manchester Interdisciplinary
Biocentre, University of Manchester, Wielka Brytania

15.10.2006 do 31.12.2016 - adiunkt w Katedrze Biologii Molekularnej, Wydziatu Biologii,
Geografii 1 Oceanologii, a od 2009 roku Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego

09.11.2006 do 30.09.2007 - urlop macierzynski i wychowawczy
03.08.2009 do 01.03.2010 - urlop macierzynski

01.01.2017 do chwili obecnej - adiunkt w Katedrze Genetyki Molekularnej Bakterii, Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Gdanskiego
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4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy
a). Tytul osiggniecia naukowego

Osiagnigcie przedstawione do oceny stanowi cykl siedmiu powigzanych tematycznie
publikacji (5 prac oryginalnych i 2 przegladowe), ktore ujetam wspolnym tytutem:

sMolekularne podstawy regulacji ekspresji genow i mechanizmu specyficznosci
pomiedzy homologicznymi systemami toksyna-antytoksyna z bakterii Escherichia coli i
Enterococcus faecium”

b). Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

[1] Kedzierska B, Lian LY, Hayes F*. (2007). Toxin-antitoxin regulation: bimodal interaction
of YefM-YoeB with paired DNA palindromes exerts transcriptional autorepression. Nucleic
Acids Res. 35: 325-309.

IF2007=6.954; MNiSW2007=40; wedtug najnowszej punktacji MEiN2021=200

[2] Boss L, Labudda L, Wegrzyn G, Hayes F, Kedzierska B*. (2013). The Axe-Txe complex
of Enterococcus faecium presents a multilayered mode of toxin-antitoxin gene expression
regulation. PLoS One. 8: e73569.

IF2013=3.534; MNiSW2013=40; wedtug najnowszej punktacji MEIN 2021=100

[3] Potom D, Boss L, Wegrzyn G, Hayes F, Kedzierska B*. (2013). Amino acid residues
crucial for specificity of toxin-antitoxin interactions in the homologous Axe-Txe and YefM-
YoeB complexes. FEBS J. 280: 5906-18.

IF2013=3.986; MNiSW2013=30; wedtug najnowszej punktacji MEIN 2021=100

[4] Hayes F*, Kedzierska B*. (2014). Regulating toxin-antitoxin expression: controlled
detonation of intracellular molecular timebombs. Toxins (Basel) 6: 337-58.

IF2014=3.229; MNiSW2014=30; wedlug najnowszej punktacji MEIN 2021=100

[5] Kedzierska B*, Hayes F*. (2016). Emerging Roles of Toxin-Antitoxin Modules in
Bacterial Pathogenesis. Molecules. 2: pii: E790.

IF2016=2.861; MNiSW2016=30; wedtug najnowszej punktacji MEIN 2021=140

[6] Kedzierska B*, Potrykus K, Szalewska-Patasz A, Wodzikowska B. (2020). Insights into
Transcriptional Repression of the Homologous Toxin-Antitoxin Cassettes yefM-yoeB and axe-
txe. Int. J. Mol. Sci. 21, 9062.

1F2020= 4.556; MNiSW2020=140
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[7] Kedzierska B*, Potrykus K. (2021). Minigene as a Novel Regulatory Element in Toxin-
Antitoxin Systems. Int. J. Mol. Sci. 22, 13389.

1F2021= 6,208; MNiSW2021=140

* - autor korespondujacy

Wspotczynnik oddzialywania (IF) oraz punktacja ww. publikacji zostaty podane zgodnie z
rokiem opublikowania oraz zgodnie z najnowszg punktacjg MEiN.

Laczny wspotczynnik oddziatywania (1F) ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania to
31.328
Liczba cytowan tych prac wg bazy Google Scholar to 330; wg bazy Web of Science to 226;
wg bazy Scopus to 245, w tym 225 bez autocytowan (dane z dnia 14.11.2022 roku)

Oswiadczenia wspotautorow publikacji okres$lajace indywidualny wktad kazdego
autora w powstanie poszczegolnych publikacji zamieszczono w zalaczniku nr 5.
Oswiadczenia habilitantki dotyczace wktadu w powstanie wykonanych prac znajduja si¢ w
zalaczniku nr 4, punkt 12.

c) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

Celem naukowym wyzej wymienionych prac bylo zbadanie molekularnych
mechanizmow regulujacych ekspresje i specyficzno$¢ homologicznych systeméw toksyna-
antytoksyna (TA) yefM-yoeB i axe-txe, pochodzacych odpowiednio z chromosomu
Escherichia coli oraz plazmidu pRUM Enterococcus faecium. Ponadto wazne byto
umiejscowienie otrzymanych wynikow w szerszym kontek$cie roznych strategii
regulacyjnych modutow TA oraz ich potencjalnej roli w patogenezie chorob bakteryjnych.

Systemy toksyna-antytoksyna sa matymi modutami, zwykle zlozonymi z pary
zachodzacych na siebie genow kodujacych toksyne 1 jej antidotum. Sg szeroko
rozpowszechnione na plazmidach oraz chromosomach wigkszosci gatunkéw bakterii i
niektorych Archaea, czgsto w wielu kopiach (Yamaguchi et al., 2011). Toksyna jest czasem
okreslana mianem wewnatrzkomorkowej bomby molekularnej, gdyz jej uwolnienie z
kompleksu z antytoksyna powoduje zahamowanie wzrostu lub nawet $mier¢ komorek. Stad tez
ekspresja obu gendéw musi by¢ wiasciwie zrownowazona, gdyz zbyt duzy poziom toksyny
moze by¢ zabdjczy dla komorki. Zdecydowana wigkszo$¢ poznanych toksyn atakuje proces
translacji, dzialajac jako endorybonukleazy tnace wolne, badz zwigzane z rybosomem, mRNA.
Jednak sg tez takie, ktore dziataja jako inhibitory procesu replikacji, syntezy peptydoglikanu
czy tez powoduja dezintegracj¢ btony komoérkowej. Ze wzgledu na naturg i Sposob dziatania
antytoksyny do tej pory wyrdézniono 0siem typow systemow TA (Jurénas et al., 2022; Singh et
al., 2021). Najlepiej poznane i najszerzej rozpowszechnione wérod bakterii sg moduty typu II,
w ktorych zaro6wno trucizna jak i jej antidotum sg biatkami, a zniesienie toksycznosci nastepuje
po fizycznym zablokowaniu centrum aktywnego toksyny przez antytoksyne. Wiekszos$¢ z nich
charakteryzuje podobna budowa i sposob regulacji ekspresji. Sktadajg si¢ z pary zachodzacych
na siebie genow tworzacych operon, z ktorych pierwszy koduje wrazliwa na dziatanie proteaz
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komorkowych (Lon Iub Clp) odtrutke, a drugi stabilng trucizng. Silne i specyficzne
oddziatywania pomiedzy toksyng i jej antidotum, jak rowniez Scista regulacja ekspresji tych
genow, s3 cechami charakterystycznymi wszystkich poznanych modutow TA typu Il
Kontrolowana produkcja toksyny i antytoksyny w tych systemach jest zwykle osiggana
poprzez negatywng autoregulacje na poziomie transkrypcji - antytoksyna wigze si¢ swojg N-
terminalng czg¢écig do palindromowych sekwencji w obrebie promotora, przez co jest
bezposrednio odpowiedzialna za represj¢, natomiast C-koncowa domeng wiagze toksyne, ktora
dziata jako korepresor zwigkszajgc powinowactwo i stabilnos¢ catego kompleksu (Kedzierska
& Hayes, 2016). Dodatkowo, w niektorych systemach wykazano, ze kooperatywne wigzanie
kompleksu do DNA nastepuje tylko wtedy, jesli oba biatka wystepuja w odpowiednich
ilosciach stechiometrycznych, gdyz nadmiar toksyny powoduje derepresje operonu poprzez
uwolnienie kompleksu z operatora (Cataudella et al., 2012). Pierwsze plazmidowe moduty TA
zostaly opisane w latach 80., natomiast dopiero dekade pdzniej zidentyfikowano pierwsze
chromosomalne kasety tego typu (Hayes & Van Melderen, 2011). Rola plazmidowych
moduldéw nie budzi watpliwos$ci i jest nig stabilne utrzymywanie tych elementéw genetycznych
w populacji komorek bakteryjnych. Jest to zwigzane z mechanizmem addykc;ji, ktory polega
to na posegregacyjnej eliminacji komoérek bez plazmidow. W komodrkach potomnych, ktére nie
odziedziczyty modutu TA, degradacja podatnej na proteolize antytoksyny i brak jej syntezy de
novo, powoduje uwolnienie stabilnej toksyny, ktora taczac si¢ ze specyficznym dla siebie
celem komoérkowym prowadzi do $mierci komoérki lub do zahamowania jej procesow
metabolicznych. W ten sposéb komorki staja sie ,uzaleznione” od moduléow TA
zlokalizowanych na plazmidach. Wiele plazmidowych gendéw addykcyjnych ma swoje
homologi na chromosomach bakteryjnych, ale ich funkcja ciagle nie jest do konca jasna i
stanowi przedmiot szerokiej dyskusji w srodowisku naukowym. Uwaza si¢, ze mogg one petnié
rolg stabilizujaca ruchome elementy genomow, dziata¢ anty-addykcyjnie w stosunku do
plazmidowego DNA, chroni¢ przed infekcjami bakteriofagowymi, umozliwia¢ komoérkom
dostosowanie metabolizmu w zmiennych warunkach srodowiska, ale rowniez wskazuje si¢ na
ich role w tworzeniu biofilmu, komoérek przetrwalych 1 wirulencji bakterii (Jurénas et al., 2022;
Singh et al., 2021).

Jednym z chromosomalnych systemow odkrytych w genomie E. coli jest kaseta yefM-
yoeB (Pomerantsev et al., 2001). Pokazano, ze modut ten funkcjonuje jako aktywny system
toksyna-antytoksyna oraz ze jego homologi sg rozpowszechnione w genomach i na plazmidach
roznych gatunkéw bakterii (Grady & Hayes, 2003). Moim zadaniem podczas stazu
podoktorskiego, ktory odbytam w laboratorium dr Finbarra Hayesa w University of
Manchester w Wielkiej Brytanii, bylo poznanie molekularnych podstaw regulacji ekspres;ji
genow tej kasety, a wyniki tych badan zostaty zebrane w publikacji nr 1. Prace rozpoczg¢tam
od wyznaczenia miejsca startu transkrypcji gendéw operonu yefM-yoeB, co pomoglo mi
zidentyfikowa¢ boksy ,,-10” i ,,-35” promotora, ktoéry nazwaliSmy pyy, oraz kodon start dla
antytoksyny YefM. Otrzymane przeze mnie wyniki ujawnity, ze do opublikowanych
wczesniej doSwiadczen blednie uzyto antytoksyne YefM o 10 aminokwasow dluzsza,
wykorzystujac jako kodon startowy ATG lezace w obre¢bie wyznaczonego przeze mnie
heksameru ,,-10” promotora (Cherny et al., 2005; Cherny & Gazit, 2004). W obu tych
pracach opisano YefM jako naturalnie niesfatdowane biatko, ktore ulega strukturyzacji dopiero
po zwigzaniu z toksyna YoeB. Natomiast moje badania pokazaty, ze YefM posiada znaczne
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rejony w postaci a-helis i B-kartek oraz struktury trzeciorzedowe, a rejon nieustrukturyzowany
zlokalizowany jest jedynie na C-koncu tego biatka i rzeczywiScie ulega sfaldowaniu po
zwigzaniu toksyny. Pokazatam rowniez, ze antytoksyna wystepuje gtownie w postaci dimeru,
a kompleks jako trimer YefM.Y0eB, co byto zbiezne z opublikowang w tamtym czasie
strukturg krystaliczng (Kamada & Hanaoka, 2005). Nastepnie za pomoca technik in vivo i in
vitro zbadatam funkcjonowanie promotora pyy - samego, a takze w obecnosci YefM oraz
kompleksu YefM-Yo0eB. Te wyniki pokazaly, ze antytoksyna jest stabym represorem wtasnego
promotora, a toksyna dziata jako specyficzny Kkorepresor wzmacniajgc i stabilizujgc to
oddzialywanie. Ponadto w obrebie promotora pyy zidentyfikowatam sekwencje, do ktorych
wigze si¢ antytoksyna. Sg to dwa palindromowe powtorzenia o wspolnym rdzeniu TGTACA,
ktorych $rodki rozdziela 12 nukleotydéw. Jedno z nich obejmuje region ,,-10”, natomiast
drugie otacza miejsce startu transkrypcji tego promotora. Pokazalam réwniez, ze pierwsze z
tych miejsc jest rozpoznawane przez antytoksyng w pierwszej kolejnosci i jego obecnos¢ jest
kluczowa do kooperatywnego zwigzania tego biatka (lub kompleksu TA) w drugim miejscu.
Podsumowujac, z przeprowadzonych przeze mnie badan wynika, ze chromosomalny modutl
yefM-yoeB E. coli jest regulowany w sposéb typowy dla wiekszos$ci systeméw TA typu 11
i podlega negatywnej autoregulacji na poziomie inicjacji transkrypcji, gdzie dwa
kompleksy YefM2YoeB wigza si¢ w rejonie promotora pyy blokujac tym samym miejsce
polimerazie RNA (RNAP). W ten sposob stezenie toksyny jest kontrolowane i utrzymywane
na poziomie bezpiecznym dla komorki. Przeanalizowalismy réwniez sekwencje homologow
kasety yefM-yoeB z roznych gatunkow bakterii i okazato si¢, ze wiele z nich, cho¢ nie
wszystkie, posiadaja podobny uktad odwrdoconych powtorzen TGTACA.

Jednym z takich homologicznych do yefM-yoeB systemow TA jest modut axe-txe, ktory
zostat zidentyfikowany na plazmidzie pPRUM z E. faecium w laboratorium dr Finbarra Hayesa
(Grady & Hayes, 2003). Zainteresowato mnie, czy regulacja gendow tego operonu wyglada
podobnie jak chromosomalnej kasety yefM-yoeB E. coli. Przeprowadzone wcze$niej
doswiadczenia udowodnity, ze modutl axe-txe efektywnie dziata nie tylko u enterokokow, ale
réwniez w ewolucyjnie odleglych gatunkach bakterii, takich jak E. coli czy tez Bacillus sp.
(Grady & Hayes, 2003). Zatem ze wzgledu na ograniczony dostep, liczbe i czuto$¢ narzedzi
genetycznych dla enterokokow, nasze eksperymenty przeprowadzilismy w komorkach
modelowego organizmu, jakim jest pateczka okr¢znicy (publikacja nr 2). Badania do tej i do
kolejnych prac, przeprowadzono glownie w ramach kierowanego przeze mnie projektu
MNiSW (nr 519/B/P01/2009/36). Uzyskane przez nas wyniki pokazaty, ze operon axe-txe
zdecydowanie rozni si¢ stopniem skomplikowania od wczesniej opisanych modutow TA, w
tym od swojego homologa yefM-yoeB. Zidentyfikowali$my az trzy transkrypty powstajace w
tym operonie. Geny antytoksyny oraz toksyny ulegaja wspélnej ekspresji z promotora pat, ktory
jest niezwykle silny i ulega represji przez kompleks Axe-Txe, ale tylko do pewnego stopnia.
Pokazalismy, ze dodatkowa ilos¢ toksyny powstaje z lezgcego w obrebie genu antytoksyny
promotora paxe. Promotor ten wydaje si¢ dziata¢ konstytutywnie, gdyz ani biatka badanego
modutu, ani tez zadne z biatek komorkowych, nie wplywajg na jego aktywnosc.
Unieczynnienie paxe powoduje rozchwianie wiasciwego balansu pomigdzy toksyng i
antytoksyna, przez co, jak wykazalismy, system traci zdolnos¢ do stabilnego utrzymywania
plazmidu w populacji bakteryjnej. Wykrylismy réwniez trzeci transkrypt, tym razem
powstajacy z promotora znajdujacego si¢ wewnatrz genu txe, w orientacji odwrotnej do kasety,
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ktory nazwaliSmy pwe, 1 ktory wydaje si¢ stanowi¢ kolejny element regulacyjny. Transkrypt
ten jest komplementarny do transkryptéw z promotoréw pPat I Paxe. Poniewaz niekodujagce RNA
Moga znaczacO wptywac na regulacje ekspresji gendw, taki transkrypt moze obniza¢ poziom
produkcji biatek Txe i/lub Axe przez blokowanie translacji lub przez kolizje kompleksow
transkrypcyjnych produkujacych sensowne i antysensowne RNA. Dodatkowym elementem
regulacyjnym wydaje si¢ tez by¢ (zidentyfikowana w tej pracy) szpilka terminacyjna
zlokalizowana tuz za genem toksyny. Zaobserwowalismy, ze bakterie niosace plazmid z kasetg
axe-txe pozbawiong tej sekwencji wykazuja znaczne zahamowanie wzrostu. Wydaje nam si¢,
ze struktura szpilki moze by¢ rozpoznawana przez RNazy potencjalnie zwigzane z
degradosomem. To powodowaloby obnizenie stabilnosci transkryptow i prowadzitoby do
powstawania mniejszej iloSci biatka toksyny. Zaréwno sposéb dziatania transkryptu
pochodzacego z promotora pPrwe, jak 1 szpilki terminacyjnej, wymagajg weryfikacji
eksperymentalnej, jednakze przedstawione w tej pracy wyniki jednoznacznie pokazuja, ze
system axe-txe, chociaz homologiczny do yefM-yoeB, jest regulowany w skomplikowany i
wieloplaszczyznowy sposob, przynajmniej w komoérkach E. coli.

Co wiecej, gdy przeanalizowatam sekwencje 114-nukleotydowego odcinka liderowego
transkryptu powstajacego z promotora Paxe, zauwazylam trzy potencjalne kodony startu
translacji (dwa ATG i jeden GTG), wszystkie w tej samej ramce odczytu z kodonem stop TAA.
Wszystkie te triplety znajduja si¢ rowniez w tej samej ramce odczytu, co kodon ATG dla
toksyny Txe. To odkrycie sktonito mnie do sprawdzenia, czy ich obecno$¢ w jaki$ sposob
wplywa na ekspresje txe (publikacja nr 7). Bezposrednig inspiracja do podjecia
eksperymentow byta publikacja pochodzaca z laboratorium prof. Steve’a Busby’ego, u
ktorego, wiele lat wezesniej, odbytam jeden z moich stazy (stypendium EMBO w University
of Birmingham w Wielkiej Brytanii, w 2002 roku). Praca ta dotyczy dwukodonowego
minigenu zidentyfikowanego w transkrypcie operonu LEE1 enterokrwotocznego szczepu E.
coli (EHEC), ktorego obecno$¢ okazata si¢ bezposrednio wptywac na aktywno$¢ lezacego
ponizej genu ler (Islam et al., 2012). W ostatnich latach pojawito si¢ tez wiele analiz
bioinformatycznych, a takze transkryptomicznych i profilowania rybosomow, ktore wykazaty,
7ze male otwarte ramki odczytu (ang. open reading frames - ORFs) sg licznie obecne w
genomach bakteryjnych, w tym w rejonach nie ulegajacych translacji zlokalizowanych na
koncach 5° wielu genow (ang. 5’-untranslated regions — 5°-UTR). Jednak do tej pory opisano
mechanizmy dziatania tylko nielicznych mini-ORFow. Obecno$¢ minigenu moze miec
pozytywny lub negatywny wplyw na ekspresj¢ genu lezacego ponizej i moze ja modulowac na
rozne sposoby. W swojej pracy zastosowalam badania genetyczne wykorzystujac fuzje
translacyjne z genem reporterowym lacZ. Najpierw wykazatam, ze kodon ATG2 (wraz z
otaczajaca sekwencja nukleotydowa) wykazuje silny potencjat translacyjny i jest tripletem
startowym dla dwukodonowego minigenu. Nastepnie pokazatam, ze unieczynnienie tego mini-
ORFu poprzez wprowadzenie mutacji spowodowato ponad o§miokrotny spadek ekspresji genu
reporterowego. Co ciekawe, catkowite usunig¢cie rejonu liderowego dato efekt odwrotny. Taki
wynik z pozoru moze wydawac si¢ nielogiczny, jednakze wskazuje na prawdopodobny
mechanizm, w jaki minigen reguluje ekspresje txe. Tutaj z pomoca przyszta mi praca, w ktorej
pokazano, ze mRNA dla genu esp operonu LEE4 komérek EHEC jest chronione przed atakiem
ze strony rybonukleazy E (RNazy E) przez rybosom zwigzany do szesciokodonowego
minigenu obecnego w odcinku liderowym (Lodato et al., 2012). Rejon liderowy transkryptu z
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promotora paxe zawiera co najmniej dwa ciggi bogate w nukleotydy AU zlokalizowane przed
kodonami ATG1 i ATG2. Takie sekwencje sa potencjalnie rozpoznawane nie tylko przez
rybosomalne biatko S1, niezbedny sktadnik maszynerii translacyjnej odpowiedzialny za
selekcje¢ mRNA i1 wzmocnienie wydajnosci tego procesu, ale takze przez RNaz¢ E, ktora
rowniez posiada tak zwang domen¢ S1 odpowiedzialng za rozpoznawanie substratow. Tak
wiec, prawdopodobnie nastepuje konkurencja pomiedzy rybosomem a RNaza E o miejsce
dziatania. W zwigzku z tym zasadne wydaje si¢ przypuszczenie, ze zwigzanie rybosomu chroni
odcinek liderowy transkryptu powstajagcego z promotora Paxe przed degradacjg przez
rybonukleaze, zwickszajac w ten sposob jego stabilno$¢ oraz wydajnosé¢ translacyjng. Ten
hipotetyczny mechanizm wydaje si¢ wiarygodny, ale wymaga potwierdzenia
eksperymentalnego. W opisywanej pracy pokazatam rowniez, ze minigen dziata tylko w
uktadzie in cis oraz Ze jego nadekspresja nie jest toksyczna dla komorek E. coli, jak to ma
miejsce w przypadku niektorych syntetycznych minigenéw (Cruz-Vera et al., 2003). W dalszej
czesci tej pracy postanowitam odpowiedzie¢ jeszcze na dwa bardziej ogolne i uniwersalne
pytania: 1) czy to, w jakiej ramce odczytu znajduja si¢ minigen oraz gen przez niego
regulowany ma znaczenie? 2) czy odleglos¢ pomiedzy minigenem, a genem przez niego
regulowanym jest istotna? Moje badania pokazaty, ze mini-ORF moze znajdowac si¢ w kazde;j
z trzech ramek odczytu w stosunku do genu lezacego ponizej, ale dziata wtedy z rozna
wydajno$cig. Natomiast odpowiednia odlegto§¢ pomigdzy oboma cistronami jest bardziej
kluczowym parametrem i zmiana nawet o jeden kodon powoduje ostabienie tego efektu.
Podejrzewam, ze ma to zwigzek z mechanizmem tzw. sprzezenia translacyjnego (ang.
translation coupling), zgodnie z ktorym geny ulegaja translacji przez jeden kompleks
rybosomalny wtedy, gdy dystans pomig¢dzy nimi jest odpowiednio maty. Pokazatam, ze
stopniowe zwigkszanie tej odleglosci prowadzito do powolnej utraty wptywu minigenu na
ekspresje genu reporterowego i zahamowanie jego aktywnosci. Dzieje si¢ tak, gdy dystans jest
zbyt duzy na translation coupling” a zbyt maty, aby dwa osobne kompleksy rybosomalne
mogly si¢ zmiesci¢. Zatem wydaje si¢, ze poza ochrona mRNA przed degradacja ze strony
rybonukleazy, sprze¢zenie translacyjne jest dodatkowym mechanizmem, dzi¢ki ktoremu
minigen w odcinku liderowym transkryptu paxe wplywa na ekspresje toksyny Txe.
Ponadto, jest to pierwszy opisany przypadek, w ktorym minigen reguluje ekspresje
toksyny w systemie toksyna-antytoksyna. Przy pomocy programu komputerowego,
stworzonego przez mojego studenta, przeanalizowalismy 140 sekwencji antytoksyn z kilku
r6znych rodzin systemow TA typu Il na obecno$¢ dwukodonowych ORFow 1 wérod nich
zidentyfikowalismy 17 zawierajacych minigeny. To pokazuje, ze takie elementy genetyczne
moga by¢ szerzej rozpowszechnione jako mechanizm regulacyjny modutow toksyna-
antytoksyna.

Celem mojej kolejnej pracy bylo poznanie mechanizméw determinujacych Scista
specyficznos¢ biatek systemow yefM-yoeB oraz axe-txe w stosunku do swoich partnerow
biologicznych (publikacja nr 3). Badania filogenetyczne pokazuja, ze biatka daleko
spokrewnionych systemow TA zwykle nie wykazujg interakcji krzyzowych, podczas gdy
biatka homologiczne bliskich sobie modutow czgsto sa w stanie oddziatywac rowniez z nie
swoimi partnerami (De Bast et al., 2008). Biorac pod uwage niebezpieczng dla komorki
bakteryjnej natur¢ toksyn oraz to, ze rozne Kkasety toksyna-antytoksyna moga
wspotwystepowa¢ w jednym genomie w wielu kopiach, zarowno na chromosomach,
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plazmidach czy tez bakteriofagach, to unikanie przez nie niespecyficznych, przypadkowych
reakcji krzyzowych wydaje si¢ kluczowe. Poniewaz struktura krystaliczna kompleksu YefM-
YoeB byta juz znana (Kamada & Hanaoka, 2005), na jej podstawie, we wspOlpracy z dr Anng
Czerwoniec z firmy VitalnSilica, wykonalismy modelowanie homologiczne kompleksu Axe-
Txe. Ze wzgledu na stosunkowo wysoka identycznos¢ sekwencji aminokwasowej (25% dla
antytoksyn i 50% dla toksyn) oraz duze podobienstwo otrzymanego modelu Axe-Txe oraz
struktury trzeciorzedowej YefM-YoeB, postanowitam zidentyfikowaé¢ determinanty
specyficznosci oraz wytypowacé reszty aminokwasowe kluczowe dla oddziatywania pomiedzy
biatkami tych komplekséw TA. Za pomoca bakteryjnego systemu dwuhybrydowego oraz
doswiadczen zniesienia toksycznosci po produktywnym utworzeniu kompleksu TA
potwierdziliSmy, ze oddzialtywania obu naturalnych komplekséw sg wysoko specyficzne i
praktycznie nie zaobserwowalismy oddziatywan krzyzowych. Analiza sekwencji
aminokwasowych oraz struktur obu kompleksow pozwolity nam na wytypowanie reszt
aminokwasowych potencjalnie determinujacych réznice w domenach wigzacych biatka
toksyny i antytoksyny. Dalsze doswiadczenia z uzyciem mutantéw w tych miejscach
umozliwily identyfikacj¢ mutanta Asp83Tyr w Txe, ktory wykazywal efektywne
oddzialywanie tej toksyny z antytoksyng YefM oraz pokazaly, ze tak utworzony kompleks
biatkowy byt skutecznym represorem promotora pyy. Reszta Tyr82 w YeoB, ktora odpowiada
Asp83 w Txe, oddziatuje z Tyr53 YefM. Wzajemne utozenie pier§cieni aromatycznych w tych
tancuchach bocznych jest stabilizowane przez wigzania wodorowe kazdej z grup
hydroksylowych z grupami karbonylowymi znajdujacymi si¢ w tancuchu naprzeciwko. Stad
tez substytucja Asp83Tyr w Txe wystarczajaco upodabnia to biatko do YoeB i umozliwia jego
oddzialywanie z antytoksyna YefM. Co wigcej, przeprowadzone przez nas analizy pokazaty,
ze oddzialywania pomigdzy biatkami Axe i Txe maja inny charakter. Pozycjom Tyr82 w YoeB
i Tyr53 w YefM odpowiadaja negatywnie natadowana reszta Asp83 w Txe i dodatnio
naladowana reszta Arg54 w Axe. Tak wigc, odmienna natura kluczowych oddzialywan
fizykochemicznych w tych pozycjach — jonowe oddzialywania w Axe-Txe versus
odpowiednie ulozenie pierscieni aromatycznych w YefM-Yo0eB - jest prawdopodobnie
odpowiedzialna za brak interakcji krzyzowych pomiedzy bialkami obu systemow. Te
wnioski znajduja potwierdzenie w wykonanej przeze mnie analizie sekwencji biatkowych
homologéw kasety yefM-yoeB pochodzacych z roznych gatunkow bakterii oraz dostgpnych
danych eksperymentalnych, dotyczacych obecnosci badz tez braku oddzialywan
homologicznych pomigdzy nimi. Otéz pokazano, ze biatka tej kasety z E. coli oraz
Streptococcus pneumoniae nie wykazuja interakcji, a porownanie sekwencji obu kompleksow
wskazuje, ze Y Yspn jest bardziej podobny do Axe-Txe niz do Y Yecoli, przy czym Asp83 w Txe
oraz Arg54 w Axe znajduja si¢ w odpowiadajacych miejscach w YYspn (Nieto et al., 2007). Z
kolei Kumar i in. (2008) udowodnili, ze YefM z Mycobacterium tuberculosis jest w stanie
neutralizowa¢ toksyczno$¢ spowodowang przez nadprodukcje Y Yecoli. Biatka obu tych
kompleksow rowniez posiadajag wysoki stopien homologii sekwencji, a dodatkowo biatka
Y'Y mub majg w odpowiednich miejscach reszty tyrozyny, podobnie jak Y'Y ecoli. Podsumowujac,
po utworzeniu kompleksu reszty aminokwasowe odpowiedzialne za toksyczno$¢ YoeB sa
zastonigte przez antytoksyne YefM. Reszty Glu46, Arg65, His83 oraz Tyr84 odpowiadajg za
toksyczno$¢ i sg konserwowane w homologach Y0eB. Zwigzanie antytoksyny YefM wymusza
zmian¢ konformacji trzech ostatnich aminokwaséw YoeB — Tyr82, His83 i Tyr84, co
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destabilizuje centrum katalityczne tej endorybonukleazy (Kamada & Hanaoka, 2005). Reszty
YefM odpowiedzialne za t¢ zmiang to Glu50, Tyr53, Ser57, Asn60 oraz Arg63. Wsrdd nich
tylko Tyr53 oraz Asn60 roznig si¢ pomigdzy YefM 1 Axe. Zatem jedyna para reszt
aminokwasowych, ktora oddziatuje ze sobg i posiada znaczace rdznice fizykochemiczne, to
Tyr82 w YoeB i Tyr53 w YefM. W zwiazku z tym, te reszty sa kluczowe dla specyficznosci
homologicznych, lecz nie oddziatujacych ze sobg toksyn i antytoksyn, ktore posiadajg nie
odpowiadajace sobie reszty aminokwasowe w tych pozycjach.

Pomyst na mojg nast¢png prac¢ powstal z obserwacji, ze pomimo podobnej budowy
rejondw promotorowych oraz sekwencji operatorowych wigzacych biatka obu kompleksow
TA, aktywno$¢ transkrypcyjna promotordw Pyy I Pat oraz poziom ich represji sa znaczaco
odmienne. Podczas gdy promotor pyy jest stabszy i catkowicie ulega inhibicji przez kompleks
YefM-Yo0eB, to promotor pat okazat si¢ niezwykle silny i jest tylko czgsciowo hamowany przez
biatka Axe-Txe (publikacje 1 i 2). Postanowilam zatem ustali¢ molekularne podtoze tych
réznic (publikacja 6). Najpierw pokazaty$my, ze rdznice w sile obu promotorow wynikajg
gtownie z odmiennej sekwencji heksameru ,,-35” obu promotoréw. Nastepnie wykazaty$my,
ze zarOwno wigzanie antytoksyn, jak i kompleksow TA do wlasnego i homologicznego
operatora, zachodzi na podobnym poziomie. Nie jest to zaskakujace, skoro oba rejony
operatorowe wykazuja wysokie podobienstwo w gldéwnych miejscach wigzania represora. W
obydwu przypadkach sg to dwie pary odwroconych powtdrzen z identycznym rdzeniem (5°-
TGTACA-3’), ktorych srodki sa oddzielone od siebie 0 12 nukleotydow (publikacja nr 1).
Jednak podczas doktadnej analizy obu tych sekwencji zauwazytam, ze chociaz oba palindromy
majg prawie identyczng sekwencj¢ nukleotydowa, to sa one inaczej utozone w stosunku do
gléwnych elementéw promotora. Ta obserwacja sktonita nas do przypuszczenia, ze by¢ moze
w kazdym z tych przypadkow zaklécony jest inny etap procesu inicjacji transkrypcji.
Glowne miejsce wigzania represora do promotora pyy pokrywa boks ,,-10”, natomiast drugi
palindrom obejmuje miejsce startu transkrypcji z tego promotora. Taki sposob utozenia
sekwencji operatora sugeruje powstanie przeszkody sterycznej dla zwigzania polimerazy RNA,
co potwierdziliSmy eksperymentalnie. Z kolei gtéwne miejsce wigzania represora w rejonie
promotora pat znajduje si¢ w obrgbie tacznika pomigdzy boksami ,,-10” i ,,-35”, podczas gdy
drugi palindrom czg¢sciowo obejmuje heksamer ,,-10”. Takie utozenie elementéw operatora
potencjalnie umozliwia rownoczesne zwigzanie polimerazy RNA oraz represora 1 inhibicja
inicjacji transkrypcji prawdopodobnie zachodzi na dalszym etapie tego procesu. W naszych
doswiadczeniach potwierdzilismy, ze do sekwencji promotora pat mozliwe jest jednoczesne
zwigzanie kompleksu represora i RNAP. Zgodnie z naszg wiedza, we wszystkich opisanych do
tej pory przypadkach, w ktorych bialko wigzato si¢ do sekwencji tacznika, nastepowato
zablokowanie etapu tworzenia kompleksu otwartego podczas inicjacji transkrypcji. Wynika to
z faktu, ze do efektywnego otwarcia promotora, fizyczne deformacje powodujace zmiany
konformacji w obrebie tagcznika zachodza rownolegle z rozerwaniem wigzan wodorowych w
boksie ,,-10” (Sztiller-Sikorska et al., 2011). Tak wigc, kazde biatko wigzace si¢ w tym rejonie
DNA musi zablokowa¢ tworzenie kompleksu otwartego. Negatywna autoregulacja na
poziomie inicjacji transkrypcji jest cechg charakterystyczng wigkszos$ci operondw systemow
TA typu II, jednakze dla zadnego z nich konkretny etap tego wielostopniowego procesu do tej
pory nie byt doktadnie zbadany. Kolejnym elementem, ktory zidentyfikowaliSmy w ramach
prac do tej publikacji, jest dodatkowy promotor zlokalizowany 40 nukleotydéw powyzej
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promotora pa, ktory nazwaliSmy paw. Jak wynika z przeprowadzonych przez nas
doswiadczen, przyczynia si¢ on pozytywnie do ekspresji genéw axe-txe, a ze nie jest
regulowany przez bialka systemu, transkrypcja z tego promotora maskuje poziom represji
promotora pat. To wyjasnia potrzebe istnienia dodatkowych czynnikow regulatorowych, ktore
kontrolowatyby wtasciwa réwnowage W produkcji toksyny i antytoksyny. Tak wiec, obecnos¢
takich elementoéw, jak wewngtrzne promotory w obrgbie genow axe i txe, a takze szpilka
terminacyjna za txe, czy tez niedawno zidentyfikowany przeze mnie w odcinku liderowym
transkryptu pochodzgcego z promotora paxe minigen, zapewniajg wlasciwe funkcjonowanie tej
kasety.

Dwie kolejne publikacje, ktore ujetam w swoim osiggnieciu naukowym, sg pracami
przegladowymi (publikacje 4 i 5). Pierwsza z nich (publikacja 4) dotyczy réznych strategii
regulacyjnych, jakie wyksztalcily si¢ w systemach toksyna-antytoksyna typu Il, w celu
kontrolowania odpowiedniego poziomu obu bialek w komérce bakteryjnej. Pomyst na t¢
pracg powstal z potrzeby umiejscowienia uzyskanych przeze mnie wynikow nad regulacja
ekspresji operonow yefM-yoeB oraz axe-txe w szerszym kontekscie i konfrontacji z danymi
otrzymanymi w badaniach innych systemow TA. Zdecydowana wigkszos¢ poznanych do tej
pory modutow TA typu Il wykorzystuje do regulacji ekspresji swoich genow mechanizm
negatywnej autoregulacji na poziomie inicjacji transkrypcji. W typowym systemie, geny
trucizny 1 odtrutki ulegaja ekspresji z jednego promotora, w obrgbie ktorego znajduja si¢
sekwencje operatora. Zwykle antytoksyna wigze si¢ bezposrednio z miejscem operatorowym
czesciowo hamujac transkrypcje z wlasnego promotora, a toksyna peini role specyficznego
korepresora wzmacniajgcego i stabilizujagcego to oddzialywanie. Jednakze wnikliwa analiza
danych literaturowych dostarczyla nam wiele przyktadéw zrdznicowania tych procesow.
Przedstawilismy systemy, w ktorych rozpoznano dodatkowe elementy regulatorowe (geny,
promotory), a takze takie, w ktorych toksyna lub zupehie inne biatko petnig funkcje represora
calego uktadu. OpisaliSmy tez moduly, ktore w ogdle nie podlegaja autoregulacji oraz
przyktady biatek TA, ktore regulujg ekspresje roznych genéw komorkowych. Dodatkowo
przeanalizowaliSmy mozliwe do zastosowania oraz juz opublikowane, Strategie sztucznej
indukcji toksyny, w tym przez zaburzenie regulacji jej ekspresji, w celu opracowania
potencjalnych metod zwalczania zakazen bakteryjnych na zasadzie ,,samobojstwa od
wewnatrz”.

Druga praca przegladowa dotyczy roli systemow toksyna-antytoksyna w patogenezie
choréb wywotywanych przez bakterie (publikacja nr 5). Podsumowali$my w niej 6wczesng
wiedz¢ na temat molekularnych mechanizméw, przez ktore systemy TA (w tym YefM-
YoeB z E. coli i jego homologi z patogennych gatunkéw bakterii) sa bezposrednio i aktywnie
zaangazowane w wirulencj¢ bakterii, produkcj¢ komorek przetrwalych (ang. persister
cells) oraz tworzenie biofilmu. Pokazalismy skomplikowane i wieloptaszczyznowe sieci
powigzan biatkowych koordynujacych te procesy i miejsca modutéw TA w tych uktadach. Co
prawda obecnie niektorzy naukowcy uwazaja, ze rola systemoéw TA w powstawaniu komorek
przetrwalych nie jest wiarygodnie udokumentowana (Song & Wood, 2020), nie mniej jednak
istnieja przestanki na to, ze potencjalnie moga one taka funkcj¢ petnic.
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Za swoje najwazniejsze osiagniecia przedstawione w cyklu prac uwazam:

e poznanie i opisanie mechanizmu regulacji ekspresji genow systemu yefM-yoeB;

e udowodnienie, ze antytoksyna YefM nie jest natywnie niesfaldowanym biatkiem, jak
wczesniej uwazano, lecz posiada znaczace struktury drugo- i trzeciorzedowe;

e wykazanie, ze regulacja ekspresji genéw axe-txe (badana w komorkach E. coli) jest bardzo
skomplikowana, co wyrdznia ten system sposrod innych do tej pory opisanych;

e odkrycie minigenu jako nowego czynnika regulatorowego w systemach toksyna-
antytoksyna i zaproponowanie potencjalnego mechanizmu dziatania tego elementu
genetycznego na ekspresje toksyny Txe;

e Wyjasnienie mechanizmu determinujacego wysoka specyficzno$§¢ obu modutéw i brak
interakcji krzyzowych pomigdzy partnerami biatkowymi; pokazali$my, ze jest on zwigzany
z odmienna natura oddziatywan fizykochemicznych pomiedzy kluczowymi resztami
aminokwasowymi biatek trucizny i odtrutki (jonowe oddziatywania pomigdzy Asp83-Txe
I Arg54-Axe versus odpowiednie ulozenie pierscieni aromatycznych w Tyr82-YoeB i
Tyr53-YefM);

e wykazanie, Ze za r6zng wydajnosc¢ inhibicji transkrypcji z promotoréw pyy i pat 0dpowiada
odmienne rozmieszczenie sekwencji wigzania represora wzgledem glownych elementow
promotora, co wplywa na to, ze inne etapy tego procesu sg zablokowane w przypadku
kazdego z tych promotorow (pyy - blokowanie miejsca RNAP; pa - uniemozliwienie
utworzenia kompleksu otwartego);

e szczegotowy przeglad i analize réznorodnych mechanizmow regulujacych ekspresje gendw
systemow TA typu II;

e pokazanie skomplikowanych 1 wieloplaszczyznowych sieci powigzan biatkowych
koordynujacych procesy wirulencji, powstawania komorek przetrwatych oraz biofilmow i
umiejscowienie modutow TA w tych uktadach.
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d). Obecne badania i przyszle plany naukowe

Badania opisane wyzej pokazaty, ze regulacja ekspresji genow yefM-yoeB jest typowa
dla wigkszos$ci znanych systemow TA typu II 1 polega na negatywnej autoregulacji na etapie
inicjacji transkrypcji, natomiast przypadku modutu axe-txe jest bardzo skomplikowana, co
wyroznia ten system sposrod innych do tej pory poznanych. Obecno$¢ bardzo silnego
promotora pat umozliwila dostrzezenie niezwykle ztozonego mechanizmu kontrolujacego
ekspresje tego operonu, gdzie poza typowa, negatywna autoregulacja, wewnatrz kasety
zidentyfikowaliémy dodatkowe elementy regulatorowe. Niemniej jednak dalsze badania sa
potrzebne, aby pozna¢ dokladny mechanizm regulacji ekspresji tych gendéw i wzajemne
wspotdziatanie wszystkich istniejacych elementéw tego skomplikowanego uktadu.

Obecnie kontynuuj¢ prace nad wyjasnieniem mechanizmoéw dzialania szpilki
terminacyjnej zlokalizowanej za genem txe, antysensownego transkryptu z promotora pixe Oraz
minigenu zidentyfikowanego w odcinku liderowym transkryptu z promotora paxe. W
funkcjonowaniu tych wszystkich elementow genetycznych potencjalng role odgrywaja
rybonukleazy bakteryjne. Ponadto, jaki$ czas temu rozpocze¢tam doswiadczenia zmierzajgce
do wyjasnienia, w jaki sposob kaseta axe-txe jest regulowana w naturalnym gospodarzu, czyli
enterokokach. Wykorzystywany przeze mnie do tej pory i praktycznie jedyny stosowany w
badaniach enterokokow, system reporterowy z genem lacZ w plazmidzie pTCVlac, umozliwit
mi dostrzezenie jedynie najsilniejszego elementu, jakim jest promotor pa, dlatego zaczetam
prace nad stworzeniem systemu opartego na genach lux, ktéry powinien by¢ bardziej czuly.
Oczy$citam rowniez polimeraze RNA pochodzaca z tych bakterii, co umozliwia mi wykonanie
potrzebnych doswiadczen in vitro. W pierwszych eksperymentach transkrypcji in vitro z ta
RNAP udato mi si¢ pokaza¢ wszystkie trzy transkrypty powstajace z promotoréw
zidentyfikowanych przeze mnie wczesniej w obregbie kasety axe-txe. Uwazam, ze modut Axe-
Txe stanowi znakomity model do badan regulacji ekspresji genéw TA, ale moze takze
dostarczy¢ cennych informacji na temat roznorodnych strategii wykorzystywanych przez
bakterie w celu precyzyjnej kontroli ekspresji gendw, w ogole.

Jednym z takich elementéw regulatorowych, ktory mnie najbardziej zainteresowat sa
minigeny. Zamierzam im poswigci¢ swoj kolejny projekt, o ktorego finansowanie zwroce si¢
do NCN. Z danych bioinformatycznych wynika, Ze mate otwarte ramki odczytu s3 szeroko
rozpowszechnione w genomach bakteryjnych, ale do tej pory niewiele z nich zostato
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opisanych. W literaturze istnicje zaledwie kilka udokumentowanych przyktadow wptywu
minigendw na ekspresj¢ innego cistronu, a jedynie w jednym przypadku zaproponowano
mechanizm takiego dziatania. W zwigzku z tym, widze duze mozliwo$ci do dalszego rozwoju
naukowego na tym polu.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiegcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegoOlnoSci zagranicznej.

W 1993 roku rozpocze¢tam pigcioletnie studia magisterskie na Wydziale Biologii,
Geografii 1 Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Prace dyplomowg wykonywatam w
Katedrze Biologii Molekularnej kierowanej przez prof. dr hab. Grzegorza We¢grzyna, pod
bezposrednia opieka dr (obecnie prof. dr hab.) Michata Obuchowskiego. W tym czasie jeden z
glownych nurtow badawczych w Katedrze dotyczyl molekularnych mechanizméw
warunkujacych rozwdj bakteriofaga A. Po zakazeniu komoérek gospodarza fag A musi wybraé
jedna z dwdch alternatywnych drog rozwoju — lizg lub lizogeni¢. Rozwoj lityczny prowadzi do
wytworzenia wiriondw potomnych i uwolnienia ich po lizie komoérek bakteryjnych, natomiast
w cyKlu lizogenicznym genom faga integruje si¢ z chromosomem gospodarza przyjmujac
forme profaga. Decyzja, ktora z tych drog wybraé, jest kluczowa dla rozwoju wirusa i zalezy
od aktywnosci biatek Cl, Cll oraz ClIl. Biatko CI jest represorem gtownych promotorow
litycznych - pri pL, ale z drugiej strony jest aktywatorem swojego wlasnego promotora — pm.
Tuz po zakazeniu komorki bakteryjnej promotor pm jest nieaktywny i za wczesng ekspresje
genu cl odpowiada promotor pe. Jest on, wraz z dwoma innymi promotorami - pi I pag,
aktywowany przez biatko CII. Promotor pi odpowiada za ekspresj¢ integrazy, natomiast z
promotora pag powstaje transkrypt antysensowny do genu kodujacego biatko
antyterminatorowe Q. Biatko CII jest szybko degradowane przez komoérkowsa proteaze FtsH
(HfIB), ktorej inhibitorem jest biatko CIII, wiec jego aktywno$¢ posrednio stabilizuje CII.

Pomyst na moje badania zrodzit si¢ z wczesniej opublikowanych wynikow
pokazujacych, ze bakteriofag A nie moze wej$¢ w cykl lizogeniczny w mutancie Escherichia
coli rpoA341. Mutacja ta powoduje pojedyncza zmiang aminokwasowa K271E w C-
terminalnej domenie podjednostki o (aCTD) bakteryjnej polimerazy RNA (RNAP), co
skutkuje defektem w aktywacji transkrypcji przez fagowe biatka Cl i CII. Najpierw
postanowiliSmy zbada¢ wplyw wyzej wspomnianej mutacji na wydajnos¢ aktywacji
transkrypcji z promotoréw zaleznych od biatka CIl za pomoca fuzji transkrypcyjnych.
Efektem tych badan byta moja praca magisterska pt. ,,Genetyczna analiza oddziatywan
aktywatora CII bakteriofaga A z polimeraza RNA Escherichia coli w rejonach promotorow pi
i paq”, ktora powstata w 1998 roku, a jej wyniki zostaly takze przeze mnie zaprezentowane na
XXIV Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Biatymstoku (Zalacznik 4, pkt
7a [1]). Ponadto cze$¢ wynikow weszta w sktad publikacji wydanej w Acta Biochimica
Polonica w tym samym roku, w ktorej pokazalismy, ze mechanizm aktywacji transkrypcji z
wszystkich trzech promotorow zaleznych od biatka CII musi by¢ odmienny, z uwagi na to, ze
kazdy z nich wykazywat inny stopien aktywacji w mutancie rpoA341 — aktywno$¢ promotora
pe byla najbardziej uposledzona, promotor p; okazat si¢ cze¢$ciowo aktywny, natomiast
aktywno$¢ promotora pag byta prawie niezaburzona (Zalacznik 4, pkt 4a [1]).
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Po ukoniczeniu studiow, w 1998 roku, zostatam stuchaczka Srodowiskowego Studium
Doktoranckiego przy Wydziale Biologii, Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego.
W ramach pracy doktorskiej, pod Kierunkiem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna,
kontynuowatam badania nad rolg podjednostki o bakteryjnej polimerazy RNA w aktywacji
transkrypcji przez biatka CI i CII. Dzigki wspodtpracy nawigzanej przez mojego Promotora z dr
Markiem Thomasem z University of Sheffield Medical School w Wielkiej Brytanii,
otrzymalismy kolekcje plazmidow zawierajacych kompletny skan alaninowy C-terminalnej
domeny podjednostki oo RNAP. Dzigki temu, w badaniach in vivo z wykorzystaniem fuzji
transkrypcyjnych badanego promotora z genem reporterowym lacZ, byliSmy w stanie
wytypowac reszty aminokwasowe w aCTD odpowiedzialne za oddzialywanie z biatkiem CI
przy aktywacji promotora pm oraz z biatkiem CII przy aktywacji promotora pe. Jednak zeby
potwierdzi¢, ze otrzymane wyniki pokazuja bezposrednie oddziatywania pomig¢dzy tymi
bialkami zaistniala potrzeba wykonania badan in vitro. W tym celu odbylam dwa
trzymiesieczne staze w Wielkiej Brytanii, podczas ktorych zdobytam doswiadczenie w
réznorodnych technikach umozliwiajacych badanie procesu transkrypcji metodami in vitro. Na
pierwszy z nich pojechatam w 2000 roku do laboratorium dr Marka Thomasa w University of
Sheffield Medical School w ramach przyznanego mi stypendium EMBO Short Term
Fellowship. Bedac tam sklonowatam kilkanascie, wybranych na podstawie moich
wczesniejszych badan, wariantow alaninowych oCTD do wektora ekspresyjnego
umozliwiajacego oczyszczenie tych bialek na ztozu niklowym. W migdzyczasie
przygotowatam pozostale podjednostki RNAP w postaci ciat inkluzyjnych, a nastepnie
dokonatam rekonstytucji calych holoenzyméw z wezesniej oczyszczonymi wariantami
podjednostki a. Przeprowadzitam rowniez pierwsze probne reakcje transkrypcji in vitro, aby
sprawdzi¢ dzialanie oczyszczonych RNAP oraz zoptymalizowaé¢ warunki reakcji, ktore
dokonczytam juz w kraju. Wyniki otrzymane w do§wiadczeniach in vivo i in vitro okazaty si¢
catkowicie spojne, jednak zeby precyzyjnie okresli¢ miejsca oddziatywania aCTD oraz biatka
aktywatorowego z rejonem promotora, potrzebne byty dalsze szczegotowe badania. Dlatego
tez na drugi staz, w 2002 roku, pojechatam do laboratorium prof. Steve’a Busby’ego w
University of Birmingham. Profesor Busby jest jednym z najbardziej cenionych na $wiecie
ekspertow zajmujacych sie procesem regulacji ekspresji genéw bakteryjnych na poziomie
inicjacji transkrypcji. Na ten wyjazd otrzymatam stypendium FEBS Collaborative
Experimental Scholarship for Central & Eastern Europe. Podczas pobytu w Birmingham
wykonatam seri¢ do§wiadczen typu footprinting, stosujac zarowno DNaze I jak i zupetnie nowa
w tamtym czasie, nukleaze FeBABE. Uzycie tej drugiej metody umozliwilo mi bardzo
precyzyjne okreslenie pozycji oddzialywania aCTD z DNA obu badanych promotorow, jak
réwniez okreslenie orientacji, w jakiej znajduje si¢ podjednostka o w obecno$ci obu biatek
aktywatorowych. W 2003 roku pojechatam kolejny raz do prof. Busby’ego, tym razem na
dwutygodniowe konsultacje naukowe, podczas ktorych analizowali$my wczesniej otrzymane
wyniki i omawialiSmy koncepcje publikacji. Pod koniec tego pobytu wzigtam udziat w
dwudniowych warsztatach - XVth RNA Polymerase Workshop, na ktorych wygtositam
referat (Zalacznik 4, pkt 7a [10]). Owocem tych stazy naukowych byly dwie publikacje w
czasopismie Nucleic Acids Research, ktore ukazaly si¢ juz po uzyskaniu przeze mnie stopnia
doktora, jedna w 2004 roku, a druga w 2007 roku (Zalacznik 4, pkt 4b [5 1 7]). W pierwszej
z tych prac pokazali§my, Zze podczas aktywacji promotora pe przez biatko CII aCTD wiaze si¢
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swoja determinantg 265 do DNA w pozycji -41, liczac od miejsca startu transkrypcji, i jest
usytuowana w taki sposob, ze jej determinanta 261 jest skierowana w stron¢ podjednostki
RNAP, natomiast biatko CII przyjmuje nietypowa lokalizacj¢ wigzac sie¢ po przeciwnej stronie
podwojnej helisy niz RNAP. Z kolei w drugiej publikacji wykazalismy, ze aCTD podczas
aktywacji przez biatko CI, wigze si¢ w rejonie -54 promotora pm pomi¢dzy miejscami ORr1 i
ORr2 zajetymi przez CI. W ten sposob determinanta 265 podjednostki o oddziatuje
bezposrednio z DNA, a jej determinanty 261 i 287 odpowiednio z dwoma dimerami biatka CI.

W sktad mojej rozprawy doktorskiej, oprocz badan nad rolg podjednostki o w regulacji
transkrypcji z promotorow zaleznych od biatka CII, weszly jeszcze prace nad probg
wyjasnienia sposobu, w jaki dochodzi do ochrony biatka CII przez biatko CIII oraz nad
mechanizmem toksycznosci biatka CII w stosunku do komorek E. coli. W pierwszej z nich
pokazalismy, ze biatko CIII wplywa nie tylko na poziom biatka CII, blokujac dziatanie
proteazy FtsH, ale rowniez moze dziata¢ jako swoiste biatko opiekuncze, szczeg6lnie przy
wysokich stezeniach CII. Te wyniki zostaly opublikowane na tamach Virus Genes w 2001
roku (Zalacznik 4, pkt 4a [2]). W Kolejnej pracy postanowilismy wyjasni¢, dlaczego
nadprodukcja biatka CII jest silnie toksyczna dla komoérek E. coli. Hipoteza, ktora z poczatku
nam si¢ nasuwala, bylo dziatanie CII jako regulatora transkrypcji jakiego$/jakich§ gendéw
gospodarza, jednak po doktadniejszym zbadaniu okazato si¢, ze nadmiar CII drastycznie
hamuje proces replikacji bakteryjnego DNA, prawdopodobnie oddziatujac bezposrednio z
ktoryms ze sktadnikow komorkowej maszynerii replikacyjnej. Wyniki tych badan ukazaty si¢
w 2003 roku w Virology (Zalacznik 4, pkt 4a [4]). W czasie studiow doktoranckich
uczestniczytam takze w badaniach nad biatkiem SeqA, ktore jest negatywnym regulatorem
inicjacji replikacji bakteryjnego chromosomu. Pokazalismy, Ze biatko to uczestniczy rowniez
w rozwoju faga A wspomagajac aktywacje promotordw pi i pag przez biatko CII, natomiast nie
odgrywa takiej roli w przypadku promotora pe. Wykazalismy, ze to dziatanie jest zalezne od
metylacji DNA oraz od rozmieszczenia w poblizu tych promotorow miejsc GATC,
rozpoznawanych przez SegA. Te wyniki weszty w sktad publikacji, ktora ukazata si¢ w 2003
roku w Molecular Microbiology (Zalacznik 4, pkt 4a [3]). Wyniki moich badan z tego okresu
byly prezentowane przeze mnie lub innych wspoétautorow na licznych krajowych i
miedzynarodowych konferencjach, co zostalo wyszczegdlnione w Zalaczniku 4, pkt 7a [2-
10].

Obrona mojej rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,,Mechanizm aktywacji transkrypcji
przez biatko CII bakteriofaga A" odbyta si¢ w grudniu 2003 roku. Recenzentami w przewodzie
doktorskim byli prof. dr hab. Barbara Lipinska z Katedry Biochemii Uniwersytetu Gdanskiego
oraz prof. dr hab. Zygmunt Wasylewski z Zaktadu Biochemii Fizycznej w Instytucie Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonskiego.

W styczniu 2004 roku rozpoczetam staz podoktorski w laboratorium dr Finbarra
Hayesa w Manchester Interdisciplinary Biocentre (MIB), University of Manchester w Wielkiej
Brytanii. Zostatam gléwnym wykonawcg projektu pt. "Programmed cell death in bacteria: the
yefM-yoeB module of Escherichia coli" w ramach grantu przyznanego dr Hayesowi przez The
Wellcome Trust, ktorego celem bylo poznanie mechanizméw regulujgcych ekspresje genow
chromosomalnego systemu toksyna-antytoksyna yefM-yoeB E. coli. Moje prace znéw
dotyczyly mechanizméw regulacyjnych na poziomie inicjacji transkrypcji, ale tym razem
represji, a nie aktywacji tego procesu. W wyniku przeprowadzonych przeze mnie
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eksperymentoéw udato nam si¢ wykaza¢ miedzy innymi, ze ekspresja genow operonu yefM-
yoeB podlega negatywnej autoregulacji, pokazac role biatek YefM i YoeB w tym procesie czy
tez zidentyfikowa¢ doktadne miejsca wigzania antytoksyny YefM z DNA. Wyniki te zostaty
opublikowane w 2007 roku w czasopismie Nucleic Acids Research. Wchodza one w sktad
mojego osiggni¢cia naukowego, w zwigzku z czym zostaty szczegdtowo opisane w rozdziale
4c. Oprocz tego bratam udziat w badaniach dotyczacych poznania procesu partycji plazmidu
pGENT pochodzacego z klinicznego izolatu Enterococcus faecium. Partycja, czyli aktywna
segregacja czgstek plazmidowych do komoérek potomnych jest istotnym mechanizmem w
przypadku plazmidow niskokopijnych, ktére inaczej bylyby szybko gubione z populacji
bakterii. W tej pracy zidentyfikowalismy i przeanalizowalismy sekwencje centromerowe
plazmidu pGENT — cenE. Okazato sig¢, ze rejon ten ma bardzo specyficzng budowe - sktada si¢
z trzech miegjsc CES, z ktorych kazde zawiera siedem boksow TATA. Ponizej cenE znajduje
si¢ operon kodujacy geny prgPO, z ktorych pierwszy koduje biatko segregacyjne PrgP, a drugi
biatko PrgO bedace homodimerem specyficznie wigzacym si¢ z miejscami CES. Ponadto
wykazalis$my, ze sekwencja cenE ma wewngtrznie zakrzywiong strukture, ktora organizacyjnie
przypomina centromery drozdzowe, co moze Wskazywa¢ na podobne wymagania
architektoniczne podczas sktadania kompleksu mitotycznego u drozdzy i u bakterii. Wyniki te
zostaly opublikowane w czasopismie PNAS w 2008 roku (Zalacznik 4, pkt 4b [8]). Rezultaty
moich badan z okresu pobytu w Manchesterze byly prezentowane przeze mnie lub innych
wspoétautoréw na Kilku konferencjach, co zostato wyszczegolnione w Zalaczniku 4, pkt 7b
[12-14].

Po powrocie ze stazu podoktorskiego, w 2006 roku, zostalam zatrudniona na
stanowisku adiunkta na etacie naukowo-dydaktycznym w Katedrze Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Gdanskiego. Nastgpnie prawie przez rok przebywatam na urlopie macierzynskim
i wychowawczym zwigzanym z urodzeniem pierwszego syna. Po powrocie do pracy zajetam
si¢ przygotowywaniem zaje¢ dydaktycznych, ktore zostaty mi przydzielone w ramach pensum.
Napisalam rowniez projekt na badania wtasne na konkurs ogloszony przez MNiSW, ktory
zatytutowatam ,,Mechanizm dziatania systemu toksyna-antytoksyna, Axe-Txe, pochodzacego
z patogennej bakterii Enterococcus faecium”. Pomyst na te badania zrodzit si¢ jeszcze podczas
stazu w Manchesterze, kiedy oprocz eksperymentéw zwigzanych z regulacja gendéw
chromosomalnej kasety toksyna-antytoksyna yefM-yoeB z E. coli, przeprowadzitam
pilotazowe doswiadczenia z innym systemem TA - axe-txe. Modut ten zostat zidentyfikowany
na plazmidzie pPRUM pochodzacym z klinicznego izolatu Enterococcus faecium i wstgpnie
scharakteryzowany w laboratorium dr Hayesa kilka lat wcze$niej. W grudniu 2008 roku
otrzymalam dwie wiadomo$ci — Ze spodziewam si¢ drugiego syna oraz ze mdj wniosek
grantowy zostal zakwalifikowany do finansowania. W zwiazku z powyzszym, realizacj¢ grantu
rozpoczgtam dopiero po powrocie z urlopu macierzynskiego w 2010 roku. Poniewaz wszystkie
kolejne publikacje, poza jedna, sa efektem realizacji tego projektu i wchodza w sktad
osiggniecia naukowego, zostaly szerzej opisane powyzej, W rozdziale 4c. Jedynie,
opublikowana w 2012 roku w Acta Biochimica Polonica, praca dotyczaca roli biatek szoku
termicznego i1 kobalaminy w utrzymaniu aktywno$ci syntetazy metioninowej jest efektem
mojej krotkotrwatej wspotpracy z grupa prof. dr hab. Bogdana Baneckiego z Wydzialu
Biotechnologii UG i GUMed (Zalacznik 4, pkt 4b [9]).
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W 2013 roku poznatam dr Luisa Rios Hernandeza z University of Puerto Rico w
Mayaguez (UPRM). Zostal on zaproszony na Uniwersytet Gdanski w ramach wspotpracy z
American Society for Microbiology (ASM) do poprowadzenia warsztatow z zakresu rozwoju
kariery naukowej. Po warsztatach, dr Hernandez wygtosit w Katedrze Biologii Molekularne;j
wyktad, w ktorym przedstawit swoje zainteresowania badawcze. Dotycza one migdzy innymi
zastosowania bakterii z rodzaju Enterococcus jako bioindykatorow fekalnych zanieczyszczen
wod. W Puerto Rico wykorzystuje si¢ enterokoki do oceny czystosci wod rekreacyjnych w
strefach przybrzeznych. Tymczasem, wyniki badan przeprowadzonych w laboratorium dr
Hernandeza pokazaty, ze bakterie te tatwo przystosowuja si¢ do zycia w tym $rodowisku i ich
obecno$¢ w badanych probkach wody wcale nie musi wskazywac na aktualne zanieczyszczenie
kalem. Pojawito si¢ zatem pytanie, czy istnieje mozliwos¢ odrdznienia enterokokow, ktore
rzeczywiscie stanowig zrodlo fekalnych zanieczyszczen od tych, ktére juz naturalnie bytuja w
wodach przybrzeznych czy na plazach. Zaproponowatam, by przeanalizowaé szczepy
enterokokowe réznego pochodzenia na obecno$¢ specyficznych plazmidow, ktore czesto
zawieraja determinanty oporno$ci na antybiotyki, czynniki wirulencji oraz moduty addykcyjne
w postaci systemow toksyna-antytoksyna i zobaczy¢, czy r6znig si¢ one mi¢dzy sobg w jakis
charakterystyczny sposob. Na te badania dr Hernandez napisal projekt pt. “The Polish
connection: A tail of pheromones, addiction modules and survivability of Enterococcus
faecalis in natural ecosystems in Puerto Rico” i otrzymat stypendium Amerykanskiej Fundacji
Fulbrighta na roczny pobyt i prowadzenie badan naukowych w Katedrze Biologii Molekularnej
UG. Od wrzesnia 2015 do lipca 2016 roku petnitam funkcje opiekuna i koordynatora
merytorycznego tego projektu. W ramach prac eksperymentalnych zostalo przetestowanych
kilkadziesigt przywiezionych przez dr Hernandeza izolatow enterokokow. Najpierw
zastosowalismy elektroforeze w zmiennym polu elektrycznym — PFGE (ang. pulsed-field gel
electrophoresis), ktora stuzy do réznicowania i identyfikacji szczepow bakteryjnych. Dostep
do aparatury uzyskaliémy dzigki uprzejmosci prof. dr hab. Michata Obuchowskiego na
Wydziale Biotechnologii UG i GUMed, w Zaktadzie Bakteriologii Molekularnej. W
miedzyczasie przeprowadziliSmy szereg reakcji multiplex PCR ze starterami specyficznymi do
réznych typoéw origin replikacji plazmidow enterokokowych, genow wirulencji (asal, gelE,
esp, hyl i cylA) oraz systemow toksyna-antytoksyna - par, axe-txe, w-g-C, relBE i mazEF.
Wstepne wyniki naszych prac zostaly zaprezentowane w 2016 roku podczas konferencji
Forward Research & Innovation Summit odbywajacej si¢ w Puerto Rico (Zalacznik 4 pkt 7b
[21]). Prace byty kontynuowane po powrocie dr Hernandeza do swojej macierzystej jednostki,
niestety huragan Maria, ktory spustoszyt Puerto Rico we wrzesniu 2017 roku, spowodowat
brak pradu przez wiele tygodni, CO w znacznym stopniu unicestwito kolekcj¢ szczepdéw oraz
enzyméw 1 uniemozliwito dokonczenie badan. Ponadto UPRM drastycznie obnizylto dotacje
na badania naukowe, w zwigzku z czym dr Hernandez zostal zmuszony ograniczy¢ swoja
dziatalno$¢ do dydaktyki akademickiej. Pomimo braku wymiernych korzy$ci w postaci
publikacji, uwazam, ze wspotpraca z dr Luisem Hernandezem byta bardzo cenna zarowno dla
mnie, jak i dla naszego Wydzialu. Podczas swojego pobytu, oprocz badan naukowych, dr
Hernandez prowadzit roéwniez zajecia audytoryjne ze studentami biologii z przedmiotu pt.
,Anaerobic Microbiology” oraz wygtlosit kilka wykladow w ramach programu
organizowanego przez Wydzial Biologii ,,Zapro§ naukowca do szkoly” dla uczniéw
trojmiejskich liceow.
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W latach 2014-2018 bratam udzial w realizacji projektu prof. dr hab. Katarzyny
Potrykus z mojej macierzystej jednostki jako konsultant i ekspert. Ze wzgledu na zmiang
podejécia eksperymentalnego nie zostaly przeprowadzone badania in vitro, ktére miatam
osobiscie wykonywa¢. Natomiast od 2020 roku aktywnie wspotpracuje z dr hab. Sabing
Kedzierska-Mieszkowska, prof. UG z Katedry Biochemii Ogolnej i Medycznej naszego
Wydziatu przy realizacji projektu dotyczacego alternatywnych czynnikéw sigma - ECF (ang.
extracytoplasmic function sigma factors) patogennego szczepu Leptospira interrogans.
Zajmuje si¢ badaniem oddziatywania i specyficznosci kilku zidentyfikowanych w tym szczepie
czynnikow oF w autoregulacji oraz w regulacji ekspresji genu cplB kodujacego biatko
opiekuncze ClpB, bedace rownoczesnie jednym z waznych czynnikdéw wirulencji u leptospir.
Prace eksperymentalne do jednej z publikacji sg juz na koncowym etapie realizacji.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.

a). osiagniecia dydaktyczne:

e Przygotowanie i prowadzenie zaj¢¢ dydaktycznych (240 godzin pensum rocznie). Do
swoich zaje¢¢ (wyktadow, seminaridw, ¢wiczen) wykorzystuj¢ wlasne prezentacje i skrypty
oraz skonstruowane przez siebie szczepy 1 wektory plazmidowe, a takze inne materiaty
dydaktyczne.

[1] Elementy biologii molekularnej w ochronie srodowiska - wyktad (30 godz) i ¢wiczenia (30
godz/grupe) — dla studentéw III roku Ochrony Srodowiska na Wydziale Chemii UG — od 2008
roku, z przerwami.

[2] Biologia molekularna i genetyka — wyktad (20 godz) i ¢wiczenia (30 godz/grupe) — dla
studentow II roku Bioinformatyki na Wydziale Matematyki, Fizyki i Informatyki UG — od 2016
roku.

[3] Podstawy biologii — wyktad (20 godz) i ¢wiczenia (20 godz/grupe) — dla studentoéw I roku
Bezpieczenstwa Jadrowego i Ochrony Radiologicznej na Wydziale Matematyki, Fizyki i
Informatyki UG — od 2016 roku.

[4] Seminarium dla studentéw III roku Biologii, Biologii Medycznej i Biologii i Genetyki
Eksperymentalnej na Wydziale Biologii UG (30 godz/grupe) — od 2008 roku.

[5] Pracownie specjalnos$ciowe i dyplomowe dla studentow 11 II stopnia specjalizacji Biologia
molekularna na Wydziale Biologii UG — od 2008 roku.

[6] Pracownia projektowa dla studentow III roku na Wydziale Biologii UG (60 godz/grupe) —
w latach 2013 — 2015.

[7] Cwiczenia z mikrobiologii dla studentéw II roku Ochrony Srodowiska na Wydziale Chemii
UG (30 godz/grupe) — 2011 rok.
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[8] Cwiczenia z Biologii molekularnej dla studentéw II roku Biologii i Biologii Medycznej na
Wyadziale Biologii UG — w r6znych latach.

[9] Pracownia potdzienna z Biologii molekularnej dla studentow 111 roku specjalizacji Biologia
molekularna na Wydziale Biologii UG — w réznych latach.

e Opieka naukowa nad studentami. Staram si¢ angazowac studentdow W Swoje prace
badawcze, dzigki temu troje z moich magistrantow zostato wspotautorami publikacji
wchodzacych w sklad przedstawionego tu osiggnigcia naukowego.

[1] Penitam role promotora pomocniczego w przewodzie doktorskim pani Lidii Boss
(rozprawa doktorska pt. ,,Mechanizm regulacji ekspresji gendéw systemu toksyna —
antytoksyna, Axe-Txe, pochodzgcego z patogennej bakterii Enterococcus faecium”). Praca
zostata obroniona z wyrdznieniem w 2015 roku na Gdanskim Uniwersytecie Medycznym.

[2] Sprawowatam opieke promotorska nad 7 pracami magisterskimi studentow Biologii i
Biologii medycznej Wydzialu Biologii UG w latach 2010-2022.

[3] Sprawowatam opieke promotorska nad 18 pracami licencjackimi studentow Biologii i
Biologii medycznej Wydzialu Biologii UG w latach 2010-2022.

[4] Sprawowatam opieke merytoryczng nad studentem Bioinformatyki z Wydzialu
Matematyki, Fizyki i Informatyki UG wykonujacym praktyki zawodowe w Katedrze Genetyki
Molekularnej Bakterii UG w 2019 roku. W ramach tych praktyk Pan Jakub Przygodzki
stworzyl i przetestowal program bioinformatyczny do poszukiwania dwukodonowych
minigenéw w sekwencjach systemow toksyna-antytoksyna, ktory zostal wykorzystany do
uzyskania wynikow opisanych w jednej z moich publikacji (Zalacznik 4 pkt 4b [15]).

e Recenzje prac dyplomowych

Bytam recenzentem 25 prac licencjackich i magisterskich wykonanych w Katedrach: Biologii
Molekularnej i Genetyki Molekularnej Bakterii UG w latach 2010-2022.

e Inne

Praca pt. ,,Minigeny sekwencji liderowej transkryptu z promotora paxe operonu axe-txe
pochodzacego z plazmidu pRUM Enterococcus faecium” mojej magistrantki Katarzyny
Ogiejko zostala wyrdzniona w konkursie im. Prof. Karola Taylora na najlepsza prace
magisterskg wykonang na Wydziale Biologii UG (2017 rok).

b) osiagni¢cia z zakresu popularyzacji nauki

W latach 2008 do 2012 bratam czynny udzial w Baltyckim Festiwalu Nauki, imprezie
promujacej Wydziat Biologii UG organizujac roznego rodzaju pokazy i warsztaty.

¢) osiagniecia organizacyjne:
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e Koordynator sesji posterowych i egzaminéw licencjackich w Katedrze

e Tutor w Katedrze Genetyki Molekularnej Bakterii (od 2017 roku)

e C(Czlonek Wydziatowe] Komisji ds. Nagréd Rektora UG dla pracownikéw nb.
nauczycielami akademickimi (kadencja 2016-2020)

e Czlonek Uczelnianej Komisji Wyborczej UG (kadencja 2020-2024)

e Cztonek Rady Programowej kierunku Biologia na Wydziale Biologii UG (od 2019 roku)

e Reprezentant adiunktéw w Radzie Wydziatu Biologii UG (od 2021 roku)

e Czlonek komisji przygotowujacej raport samooceny kierunku Biologia dla Polskiej
Komisji Akredytacyjnej (rok 2022)

7. Oproécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

[1] Uczestniczytam w konferencjach dydaktycznych organizowanych na Uniwersytecie
Gdanskim: I II i 111 Ogolnopolskiej Konferencji Dydaktycznej
"Dydaktyka akademicka: tradycja i nowoczesno$¢" (lata 2013, 2014, 2015) oraz w dwoch
warsztatach z cyklu Laboratorium Inicjatyw Dydaktycznych (rok akademicki 2017/2018), a
takze w warsztatach z zakresu prawa autorskiego dla srodowiska naukowego (2019 rok).

[2] W lutym 2014 roku wzigtam udziat w dwudniowym szkoleniu z zakresu Zarzadzania
Zespolem Naukowym, organizowanym przez FNP w ramach projektu Skills (prowadzone w
jezyku angielskim przez Panig Susanne Marx).

[3] Uczestniczytam w ,,Toxin-Antitoxin Online Seminars” organizowanych przez Laurence
Van Melderen (ULB Brussels) i Pierre’a Genevaux (CNRS-University of Toulouse) w okresie
od kwietnia 2021 do kwietnia 2022 roku (w sumie 21 spotkan).

[4] Nagrody i wyrdznienia:

e 2022 rok — nagroda zespotowa drugiego stopnia Rektora UG za wiodacy udziat w
powstaniu osiggniecia naukowego pt. ,,Mechanizmy interakcji bakterii ze
srodowiskiem”.

e 2021 rok - nagroda zespotowa drugiego stopnia Rektora UG za wiodacy udziat w
powstaniu osiggni¢cia naukowego pt. ,,Molekularne mechanizmy regulacji procesow
adaptacyjnych u bakterii”.

e 2010 rok - nagroda zespotowa Polskiego Towarzystwa Genetycznego za najlepszy cyki
publikacji genetycznych z polskich laboratoriow opublikowanych w latach 2007-2009.

e 2004 rok - nagroda zespotowa Polskiego Towarzystwa Genetycznego za najlepszy cykl
publikacji wydanych w latach 2001-2003.

e 2003 rok - Wyr6znienie pracy doktorskie;j.

[5] Do tej pory przygotowalam 28 recenzji artykulow do mig¢dzynarodowych czasopism

naukowych, takich jak: Toxins, Genes, Molecular Microbiology, Scientific Reports, Acta
Biochimica Polonica, Frontiers in Microbiology, Microorganisms, Processes, Plasmid, FEBS
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Journal, FEMS Microbiology Reviews, ACS Chemical Biology, Frontiers in Cellular and
Infection Microbiology.

[6] W 2014 roku zostatam zaproszona do wygloszenia wyktadu pt. ,,Bakteryjne systemy
toksyna-antytoksyna” na posiedzeniu Komitetu Mikrobiologii PAN.

[7] W 2016 roku zostalam powotana na recenzenta wniosku projektowego ztozonego do

Research Foundation - Flanders (FWO), instytucji przyznajacej granty na badania podstawowe
w Belgii.
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