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AUTOREFERAT 

1. Imi� i Nazwisko.  

Katarzyna Potrykus 

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne – z podaniem nazwy, miejsca i roku 

ich uzyskania oraz tytułu rozparwy doktorskiej. 

Tytuł magistra biotechnologii – Mi�dzyuczelniany Wydział Biotechnologii, Uniwersytet 

Gda�ski- Akademia Medyczna w Gda�sku, czerwiec 1999 r. 

Stopie� doktora nauk biologicznych w zakresie biologii – Uniwersytet Gda�ski, Wydział 

Biologii, Geografii i Oceanologii, listopad 2003 r.Tytuł rozprawy doktorskiej: „Regulacja 

transkrypcji i replikacji bakteriofaga � – rola czterofosforanu guanozyny (ppGpp) w kontroli 

aktywno�ci promotorów.” 

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych. 

2003- chwila obecna      adiunkt, Uniwersytet Gda�ski, Wydział Biologii, Katedra Biologii  

   Molekularnej 

(Maj 2004-Maj 2012      sta� naukowy w National Institutes of Health, Bethesda, USA) 

4. Wskazanie osi�gni�cia wynikaj�cego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o 

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 

nr 65, poz. 595 ze zm.): 

a) tytuł osi�gni�cia naukowego 

Wpływ (p)ppGpp i czynników transkrypcyjnych GreA, GreB oraz DksA, na polimeraz� RNA i 

globaln� regulacj� komórkow� u Escherichia coli. 

b) (autor/autorzy, tytuł publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa) 
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Antagonistic regulation of Escherichia coli ribosomal RNA rrnB P1 promoter activity by GreA 
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[4] Potrykus K, Murphy H, Philippe N, Cashel M. (2011) ppGpp is the major source of growth 

rate control in E. coli. Environ Microbiol. 13(3):563-75.  (IF 2010 = 5.537) 

[5] Vinella D, Potrykus K, Murphy H, Cashel M. (2012) Effects on growth by changes of the 

balance between GreA, GreB, and DksA suggest mutual competition and functional redundancy 

in Escherichia coli. J Bacteriol. 194(2):261-73.  (IF 2010 = 3.726) 

c) Omówienie celu naukowego ww. prac i osi�gni�tych wyników wraz z omówieniem ich 

ewentualnego wykorzystania 

 Celem naukowym wy�ej wymienionych prac było poszerzenie wiedzy na temat wpływu 

bakteryjnych czynników transkrypcyjnych na polimeraz� RNA pod k�tem odpowiedzi �cisłej i 

rozlu�nionej zachodz�cej w komórkach Escherichia coli. Odpowied� �cisła jest to zjawisko 

zachodz�ce w komórkach pod wpływem ró�nego rodzaju stresu lub głodu (np. głód 

aminokwasowy, w�glowy, azotowy, �elazowy, fosforanowy, lipidowy, a tak�e stres oksydacyjny 

i temperaturowy). W takich warunkach dochodzi do powstawania specyficznych nukleotydów, 

czterofosforanu guanozyny (5’-difosforan 3’-difosforan guanozyny, inaczej ppGpp) i 

pi�ciofosforanu guanozyny (5’-trifosforan, 3’-difosforan gunozyny, inaczej pppGpp). W skrócie 

mo�na je oznacza� jako (p)ppGpp. Obydwa nukleotydy mog� by� syntetyzowane przez białka 

RelA i SpoT, a powstaj� z GDP (w przypadku ppGpp) lub GTP (w przypadku pppGpp) oraz 

ATP. Jak dot�d, w miar� dokładnie poznany jest tylko mechanizm stymulacji syntezy (p)ppGpp 

w przypadku białka RelA, które ulega aktywacji jedynie podczas głodu aminokwasowego. RelA 

wi��e si� do rybosomu i gdy nast�puje zahamowanie translacji na skutek braku tRNA 

naładowanego odpowiednim aminokwasem, dochodzi do syntezy (p)ppGpp. Z kolei SpoT jest 

odpowiedzialne za syntez� (p)ppGpp na skutek głodu i stresu innego ni� głód aminokwasowy. 

Dotychczas udało sie wykaza� aktywacj� SpoT tylko na skutek głodu lipidowego, a sygnały 

aktywuj�ce to białko podczas innych stresów nie s� do tej pory poznane. SpoT ma równie�
dodatkow� funkcj�, a mianowicie usuwa nadmiar (p)ppGpp z komórki poprzez jego hydroliz�, 
co ma du�e znaczenie gdy warunki �rodowiskowe ulegn� polepszeniu. Pozwala to bakteriom  

szybko przestawi� swój metabolizm aby jak najbardziej efektywnie wykorzysta� nowe zasoby. 

 Nukleotyd (p)ppGpp jest w miar� dobrze poznanym czynnikiem transkrypcyjnym, który 

bezpo�rednio oddziaływuje na polimeraz� RNA poprzez wi�zanie si� do tego enzymu. Miejsce 

wi�zania nie jest do ko�ca poznane (istniej� sprzeczne doniesienia na ten temat), aczkolwiek 

znajduje si� ono prawdopodobnie w s�siedztwie centrum katalitycznego. Istnieje natomiast 

zgodno��, i� (p)ppGpp odgrywa najwi�ksz� rol� przede wszystkim na etapie inicjacji 

transkrypcji, a wi�c etapu, który mo�na okre�li� jako ten gdy polimeraza RNA wi��e si� do 

rejonu promotora na DNA, tworzy kompleks zamkni�ty, nast�pnie kompleks otwarty (gdy 

dochodzi do rozerwania dwuniciowej struktury DNA i powstania tzw. b�bla transkrypcyjnego), a 

nast�pnie  syntezy pierwszych wi�za� fosforanowych w nowopowstaj�cym RNA. W momencie 

gdy polimeraza RNA opuszcza rejon promotora, mamy ju� do czynienia z elongacj�
transkrypcji, a nast�pnie z terminacj� gdy dochodzi do zako�czenia transkrypcji.  

 Interesuj�ce jest to, �e (p)ppGpp wywiera ró�ny wpływ na transkrypcj� zachodz�c� z 

danego promotora w zale�nosci od struktury tego� promotora. Dla przykładu (p)ppGpp mo�e 

mie� wpływ hamuj�cy albo aktywuj�cy, ewentualnie nie mie� istotnego wpływu na inicjacj�
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transkrypcji z danego promotora. Wpływ hamuj�cy jest przede wszystkim obserwowany w 

przypadku promotorów rybosomalnych (takich, które promuj� syntez� rRNA) i promotorów 

tRNA. Poniewa� rRNA i tRNA stanowi� zwykle ok. 80% całkowitego RNA w komórkach, 

mo�na było łatwo zauwa�y� zahamowanie ich syntezy w pocz�tkowych pracach nad głodem 

komórkowym. Zauwa�ono �cisł� korelacj� pomi�dzy głodzeniem aminokwasowym, a spadkiem 

poziomu RNA w komórce i dlatego te� odpowied� t� nazwano odpowiedzi� �cisł�. Natomiast w 

komórkach pozbawionych genów relA i spoT odpowiedzi takiej nie zanotowano, wi�c w 

komórkach ppGpp
0
 (całkowicie pozbawionych (p)ppGpp) procesy zachodz�ce pod wpływem 

ró�nych głodów/stresów nazwano odpowiedzi� rozlu�nion�. 
 Wracaj�c do odpowiedzi �cisłej, zaobserwowano pewn� prawidłowo��- otó�
zahamowaniu ulega transkrypcja tych genów, których produkty bior� udział w procesach bardzo 

kosztownych pod wzgl�dem energetycznym, a których synteza wydaje si� zb�dna w warunkach 

głodu lub stresu (np. wspomniana synteza rybosomów). Z kolei aktywacji ulegaj� geny, których 

produkty mog� by� przydatne do prze�ycia, jak np. geny szlaków biosyntezy aminokwasów. 

Komórki ppGpp
0
 nie s� w stanie rosn�� na po�ywkach minimalnych wła�nie z powodu braku 

aktywacji genów syntezy aminokwasów. 

 Przez wiele lat hamuj�cy wpływ (p)ppGpp na polimeraz� RNA obserwowano w 

warunkach in vivo oraz w czystych układach in vitro. Natomiast aktywacj� transkrypcji 

obserwowano tylko w warunkach in vivo; w warunkach in vitro aktywacja transkrypcyjna przez 

(p)ppGpp obserwowana była tylko przy u�yciu ekstraktów komórkowych (z jednym wyj�tkiem, 

gdzie zademonstrowali�my aktywacj� promotora paQ w czystym układzie in vitro). Sytuacja 

dramatycznie zmieniła sie w 2004 roku, gdy odkryto, i� białko DksA jest niezb�dnym 

kofaktorem potrzebnym do aktywacji transkrypcji przez (p)ppGpp w przypadku promotorów 

genów biosyntezy aminokwasów. Doprowadziło to do eksplozji nowych prac i wyzwa� w 

dziedzinie zwi�zanej z (p)ppGpp i odpowiedzi� �cisł�.  
 Stało si� to równie� punktem wyj�cia cyklu prac, które s� tutaj prezentowane jako 

„osi�gni�cie naukowe”.  Wkrótce zaistniało te� du�e zapotrzebowanie na prac� przegl�dow�, 
któr� napisałam wraz z Dr M. Cashel’em [praca 2], co odzwierciedla stosunkowo du�a liczba jej 

cytowa� (168 według bazy Web of Science). 

 Pod wzgl�dem struktury, DksA bardzo przypomina inne, lepiej poznane, czynniki 

transkrypcyjne, takie jak GreA, GreB (obecne u bakterii) oraz TFIIS (u eukaryota). Białka te 

charakteryzuj� si� posiadaniem domeny w kształcie palca (ang. tzw. „finger domain”), 

utworzonej ze skr�conych helis białkowych (ang. tzw. struktura „coiled coil”), oraz domeny 

globularnej. Uwa�a si�, �e białka te wi��� si� do polimerazy RNA za pomoc� domeny 

globularnej, natomiast domena palcowa jest wprowadzana do drugorz�dowego kanału 

polimerazy RNA (ang. tzw. „secondary channel”). Na ko�cu domeny palcowej znajduj� si� dwie 

reszty kwa�nych aminokwasów, które po zwi�zaniu białka do polimerazy RNA, znajduj� si�
blisko centrum katalicznego enzymu; uwa�a si�, �e odgrywaj� one wa�n� rol� w 

funkcjonowaniu białek GreA/GreB. Wykazano, i� zarówno GreA jak i GreB odziaływuj� na 

polimeraz� RNA wył�cznie na etapie elongacji transkrypcji. Ich funkcja polega na przywróceniu 

aktywno�ci polimerazie w przypadku zahamowania transkrypcji na skutek cofni�cia si�
polimerazy i wyskoczenia wolnego ko�ca 3’ nowosyntetyzowanego RNA z odpowiedniego 

miejsca w centrum katalitycznym (zjawisko to w j�zyku ang. nazywane jest „backtracking”). 

Aby doszlo do wznowienia transkrypcji, musi zaj�� wyci�cie fragmentu RNA wystaj�cego poza 
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miejsce +1 w centrum katalitycznym, tak by mógł by� dodany kolejny nukleotyd. Pokazano 

natomiast, i� DksA nie posiada takich wła�ciwo�ci. 

 Z du�ym zaciekawieniem postanowiłam zatem zbada�, czy z kolei GreA i GreB 

podzielaj� funkcj� DksA, tzn. czy białka te odgrywaj� rol� w odpowiedzi �cisłej oraz czy 

współdziałaj� z (p)ppGpp. Moje pierwsze badania były oparte na modelu rybosomalnego 

promotora rrnB P1 i były prowadzone zarówno w systemach in vivo oraz in vitro [praca 1]. 

Okazało si�, i� GreA nie tylko zachowuje si� w sposób antagonistyczny do DksA (w 

przeciwie�stwie do DksA, GreA aktywuje transkrypcj� zachodz�c� z tego promotora) ale 

udokumentowałam tak�e, i� białko to działa równie� na etapie inicjacji transkrypcji, a nie tylko 

elongacji. Wpływ GreA okazał si� by� niezale�ny od obecno�ci (p)ppGpp.  

Nie zaobserwowałam aby GreB miało du�y wpływ na transkrypcj� zachodz�c� z 

promotora rrnB P1, jednak nie wyklucza to ewentualnego wpływu tego białka na inne 

promotory. 

 Zrodził sie wtedy równie� pomysł, i� GreA, GreB i DksA mog� konkurowa� ze sob� o 

wi�zanie do polimerazy RNA, co wst�pnie potwierdziły wyniki moich bada� in vitro. 

Znaczyłoby to, �e istnieje dodatkowy etap regulacji transkrypcji, �ci�le powi�zany z regulacj�
wywieran� przez (p)ppGpp. Wyniki tych bada�, przeprowadzonych głównie w warunkach in 

vivo, s� przedstawione w opublikowanej pracy [praca 5].  

Okazało si�, �e aby doszło do aktywacji genów biosyntezy aminokwasów, nie jest 

wymagana obecno�� (p)ppGpp (z wcze�niejszych obserwacji wynikało, �e szczepy ppGpp+

rosn� na po�ywkach minimalnych, lecz szczepy ppGpp0 nie rosn�); wystarczaj�cym warunkiem 

jest nadprodukcja DksA lub GreA, ale tylko wtedy gdy brak jest drugiego białka. Dokładniej, 

nadprodukcja DksA powoduje wzrost komórek ppGpp
0
 na podło�u minimalnym tylko w 

szczepach dodatkowo pozbawionych genu greA; podobnie, nadprodukcja GreA powoduje wzrost 

na podło�u minimalnym tylko szczepów ppGpp
0

dksA
-
.  

Ponadto, brak wzrostu szczepów ppGpp
+

dksA
-
 na podło�ach minimalnych mo�e by�

odwrócony przez nadprodukcj� GreA. Oznacza to, �e GreA i DksA w niektórych warunkach 

mog� działa� wymiennie, lecz w innych działaj� antagonistycznie do siebie. Potwierdziły to 

równie� moje do�wiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem mikromacierzy 

transkrypcyjnych. Wła�nie te dane pozwoliły równie� na pokazanie, �e GreB  odgrywa rol� w 

sieci wzajemnych oddziaływa� mi�dzy białkami wi���cymi si� do drugorz�dowego kanału 

polimerazy RNA. Mimo, �e nadprodukcja białka GreB nie jest w stanie zezwoli� na wzrost 

szczepu ppGpp0 na podło�u minimalnym, to jednak istnieje pewna grupa genów, która jest 

regulowana przez to białko gdy dodatkowo komórki pozbawione s� genu dksA. Pozwoliło to na 

ustalenie pewnej hierarchii pomiedzy białkami. Mianowicie, DksA i GreA zdaj� si� wywoływa�
najwi�kszy efekt i najbardziej konkurowa� o wi�zanie do polimerazy RNA; GreB zdaje si� by�
mniej wydajne pod tym wzgl�dem. Mo�na było tak�e ustali� wzajemn� regulacj� pomi�dzy 

GreA, GreB i DksA, która zachodzi prawdopodobnie na etapie transkrypcji. 

Dodatkowo, w powy�szej regulacji nie maj� znaczenia reszty kwasowych aminokwasów 

domeny palcowej, które wczesniej były uwa�ane za konieczne do pełnienia funkcji przez GreA i 

GreB na etapie elongacji transkrypcji. Wydaje si� wi�c prawdopodobne, i� białka te powoduj�
aktywacj� transkrypcji zachodz�c� z promotorów biosyntezy aminokwasów poprzez inny 

mechanizm ni� do tej pory opisany. 

W mojej pracy nad czynnikami GreA, GreB i DksA skupiłam sie równie� nad regulacj�
genów koduj�cych te białka. Do tej pory nie było �adnych doniesie� na ten temat. Owocem tych 
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bada� jest publikacja [praca 3], w której pokazałam, i� GreA ulega autoregulcji. Delecja genu 

greA powoduje wzrost aktywno�ci transkrypcji zachodz�cej z rejonu promotorowego greA, 

natomiast nadprodukcja GreA powoduje zahamowanie transkrypcji. Po dokładnym zmapowaniu 

rejonu promotorowego okazało si�, �e istniej� dwa bardzo silne promotory (P1, zale�ny od 	70, 

oraz P2, zale�ny od 	E), które zachodz� na siebie. Co ciekawe, autoinhibicja przez GreA, 

obserwowana in vivo, nie zachodzi in vitro, co �wiadczy, i� obserwowany efekt jest albo 

po�redni, albo wymagany jest dodatkowy czynnik, którego brakuje w systemie in vitro.  

Niemniej jednak, do�wiadczenia te doprowadziły do bardzo ciekawej obserwacji- 

odkryłam mianowicie obecno�� niespotykanego terminatora w rejonie promotorowym greA. Nie 

do��, �e terminator ten powoduje zako�czenie transkrypcji prawie 2/3 wszystkich transkryptów 

inicjowanych z P1 i P2 (tylko 1/3 transkryptów prowadzi wi�c do powstania mRNA greA) to na 

dodatek terminacja ta jest wielce nieprecyzyjna: z ka�dego promotora powstaje ok. 10 ró�nych 

przedwcze�nie zako�czonych RNA, ró�ni�cych si� od siebie o 1-10 nukleotydów w długo�ci. Co 

wi�cej, sama struktura terminatora jest niezwykła: struktur� szpilki do włosów tworzy a� 11 par 

zasad, podczas gdy najbardziej rozpowszechnione s� terminatory posiadaj�ce tylko 6-7 par zasad 

w takiej strukturze. 

Skłoniło to mnie do dokładniejszego przyjrzenia sie powstaj�cym transkryptom. Po 

potwierdzeniu, �e transkrypty te s� uwalniane z kompleksów transkrypcyjnych (a wi�c nie 

dochodzi do utkni�cia polimerazy RNA na DNA), postanowiłam zbada� czy te krótkie 

fragmenty RNA pełni� jak�� funkcj� fizjologiczn�. Przeprowadzone do�wiadczenia 

jednoznacznie wskazały, �e powstaj�ce sRNA (z ang. „short RNA” – krótkie RNA) w istocie 

wpływaj� na ekspresj� ok. 100 ró�nych genów. Zwie�czeniem tej publikacji było wi�c wykrycie 

nieznanego wcze�niej  sRNA, które nazwałam GraL (od „greA leader”). 

W swoich badaniach postanowiłam równie� ustosunkowa� si� do pytania czy (p)ppGpp 

odpowiada za regulacj� tempa przyrostu masy komórkowej ( ang. tzw. „growth rate control”) 

Jest to pytanie niebagatelne, gdy� od ponad 20 lat istniały sprzeczne doniesienia na ten temat. 

Głównym punktem spornym były wyniki otrzymane przy u�yciu szczepów ppGpp
0
  i po�ywek o 

ró�nym składzie aminokwasów lub �ródeł w�gla. Teoretycznie, je�li (p)ppGpp odpowiada za 

regulacj� przyrostu masy komórkowej, to komórki ppGpp
0
 powinny odnotowywa�  znacznie 

wi�kszy przyrost masy komórkowej (RNA i białek) ni�  komórki typu dzikiego,  mimo 

podobnego czasu generacji (nie dochodzi u nich do ograniczenia syntezy rRNA i tRNA tak jak w 

komórkach dzikich). Wszystkie do�wiadczenia s� wykonywane w tym przypadku w po�ywkach 

na tyle bogatych w substraty, �e nie dochodzi do ich wyczerpania i głodzenia komórek. Jedynym 

czynnikiem ograniczaj�cym wzrost jest sposób wykorzystania substratów, a nie ich ilo��.  
Poniewa� poprzednio opublikowane przez innych badaczy doniesienia były wzajemnie 

sprzeczne ze sob�, nale�ało bardzo dokładnie okre�li� warunki hodowli szczepów ppGpp0. 

Wiadomo bowiem, �e długi czas hodowli tych szczepów w po�ywkach minimalnych prowadzi 

do powstawania spontanicznych mutacji w genach koduj�cych podjednostki polimerazy RNA. 

Takie mutanty (tzw. mutanty M+) zachowuj� si� wtedy tak, jakby (p)ppGpp było cały czas 

zwi�zane z polimeraz� RNA, mimo �e go w komórce nie ma. Po ustaleniu warunków hodowli 

oraz zastosowaniu barwników flurescencyjnych do okre�lania poziomu RNA i DNA w 

komórkach, mo�na było jednoznacznie stwierdzi�, �e w szczepach ppGpp
0
 przyrost masy 

komórkowej (RNA i białek) jest niezale�ny od czasu generacji i utrzymuje si� na znacznie 

wy�szym poziomie ni� u szczepów dzikich. Po wykonaniu przeze mnie analizy polisomów 

wyizolowanych z komórek dzikich i komórek ppGpp
0
, równie� jednoznacznie mo�na było 
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stwierdzi�, �e zwi�kszeniu ulega przede wszystkim liczba rybosomów. Ponadto, rybosomy te s�
w pełni dojrzałe i prawdopodobnie równie� w pełni funkcjonalne.  

Analiza wpływu DksA pokazała ponadto, �e białko to ma pewien wpływ równie� na 

przyrost masy komórkowej, jednak�e tylko w warunkach wydajnej jego nadprodukcji. Stanowiło 

to dodatkowe potwierdzenie, �e (p)ppGpp jest jedynym i wystarczaj�cym czynnikiem 

odpowiedzialnym za regulacj� tempa przyrostu masy komórkowej. 

Podsumowuj�c, najwa�niejsze odkrycia cyklu prac składaj�cych si� na moje osi�gni�cie 

naukowe to wykazanie, �e: 

- GreA jest czynnikiem transkrypcyjnym wpływaj�cym nie tylko na elongacj�, ale 

równie� na inicjacj� transkrypcji 

- GreA i DksA w wielu przypadkach działaj� antagonistycznie  (np. przy regulacji 

transkrypcji zachodz�cej z promotora rrnB P1), natomiast w niektórych warunkach działaj�
wymiennie 

 - greA podlega autoregulacji, a transkrypcja tego genu zachodzi z dwóch zachodz�cych 

na siebie promotorów (P1, zale�nego od 	70
, oraz P2, zale�nego od 	E

) 

 - w rejonie promotorowym greA obecny jest terminator, w wynku którego powstaje nowo 

wykryty sRNA- GraL 

 - zachodzi wzajemna regulacja mi�dzy GreA, GreB i DksA na poziomie transkrypcji 

genów je koduj�cych�

- GreA, GreB i DksA współzawodnicz� o wi�zanie do polimerazy RNA i razem z 

(p)ppGpp tworz� bardzo precyzyjn� sie� reguluj�c� globalne procesy komórkowe  

- (p)ppGpp jest jedynym i wystarczaj�cym czynnikiem reguluj�cym tempo przyrostu 

masy komórkowej. 

Wy�ej wymienione rezultaty bada� przyczyniły si� do znacznie lepszego poznania 

molekularnych mechanizmów regulacji ekspresji genów w komórkach bakteryjnych w 

warunkach stresu �rodowiskowego. 

5. Omówienie pozostałych osi�gni�� naukowo - badawczych 

  

Studia magisterskie rozpocz�łam na Mi�dzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii, 

Uniwersytetu Gda�skiego- Akademii Medycznej w Gda�sku w 1994 r. Natomiast badania 

naukowe rozpocz�łam po trzecim roku studiów pod opiek� dr Sylwii Bara�skiej oraz prof. dr 

hab. Grzegorza W�grzyna. Zainteresowałam si� wtedy dziedzin� zwi�zan� z (p)ppGpp oraz 

wpływem odpowiedzi �cisłej i rozlu�nionej na replikacj� plazmidu oriJ (praca z punktu IIA-1, 

zał�cznik 3). Wykazałam, �e podobnie do plazmidów � (plazmidy � zawieraj� rejon replikacyjny 

bakteriofaga �), plazmidy oriJ ulegaj� replikacji dzi�ki dziedziczonemu kompleksowi 

repliakcyjnemu. W tej sytuacji, jedna kopia potomna dziedziczy wcze�niej zło�ny kompleks 

replikacyjny, natomiast aby doszło do replikacji drugiej kopii musi zaj�� zło�enie kompleksu 

replikacyjnego de novo. Istnieje jednak zasadnicza ró�nica mi�dzy tymi dwoma typami 

plazmidów. Otó� mimo podobnej struktury rejonu replikacyjnego, replikacja plazmidu oriJ

zachodzi podczas odpowiedzi �cisłej, w przeciwie�stwie do plazmidów �. Praca ta stała si�
podstaw� mojej pracy magisterskiej, któr� obroniłam w czerwcu 1999 r. 
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 Po uko�czeniu studiów, w latach 1999-2003 byłam słuchaczem 
rodowiskowego 

Studium Doktoranckiego z Biologii i Oceanologii Uniwersytetu Gda�skiego. Nadal 

kontynuowałam prace nad (p)ppGpp i replikacj� plazmidów czego owocem były prace z punktu 

IIA-2,3,4 (zał�cznik 3). Wykazałam przy pomocy metody sieciowania formaldehydem in vivo, 

�e w skład dziedziczonego kompleksu replikacyjnego plazmidów � wchodz� białka �O, �P, 

DnaB oraz DnaK (praca IIA -2). Skład dziedziczonego kompleksu replikacyjnego nie był 

wcze�niej poznany. Badania te stały si� mo�liwe dzi�ki zastosowaniu szczepów �relA i 

prowadzeniu hodowli w warunkach głodu aminokwasowego. Nie dochodziło wtedy do składania 

nowych kompleksów replikacyjnych ze wzgl�du na zahamowanie syntezy białek i mo�liwa była 

analiza jedynie kompleksów wcze�niej ju� powstałych. 

 Pokazałam równie�, �e transkrypcja zachodz�ca z promotora �pO ma dosy� du�e 

znaczenie w replikacji plazmidów � (praca IIA-3). W przypadku plazmidów posiadaj�cych 

mutacj� w tym promotorze, dochodzi do znacznie rzadszej inicjacji replikacji, czego dowodem 

jest obni�ona liczba kopii plazmidów w komórce. Ponadto, w warunkach odpowiedzi 

rozlu�nionej (w szczepach �relA), gdy zachodzi replikacja jedynie z dziedziczonej kopii 

kompleksu replikacyjnego, w porównaniu z plazmidami typu dziekiego plazmidy �pO
-
  ulegaj�   

mniej wydajnej amplifikacji. Sugeruje to, �e transkrypcja zachodz�ca z promotora �pO , 

podobnie do transkrypcji zachodz�cej z promotora �pR, jest konieczna do zmiany struktury 

rejonu replikacyjnego i tzw. aktywacji transkrypcyjnej rejonu ori �. 

 Kolejna z prac dotyczyła wpływu toksyny Kid na replikacj� plazmidów � i oriJ (praca 

IIA-4). Toksyna ta jest kodowana przez plazmid R1 i razem z antytoksyn� Kis tworzy system 

maj�cy na celu stabilne utrzymywanie plazmidów R1 w komórkach. Wcze�niejsze doniesienia 

wskazywały, �e w warunkach in vitro celem Kid jest inhibicja helikazy DnaB. Moje badania in 

vivo z wykorzystaniem plazmidów � i oriJ pokazały, �e Kid hamuje składanie de novo

kompleksów replikacyjnych w obydwóch przypadkach. Nie ma natomiast wpływu na replikacj�
zachodz�c� przy u�yciu kompleksów ju� zło�onych (tzn. odziedziczonych przez kopi� potomn�
plazmidu). Zakładaj�c, �e głównym celem toksyny Kid jest rzeczywi�cie helikaza DnaB, moje 

wyniki wskazuj�, �e dziedziczony kompleks replikacyjny chroni DnaB przed wpływem Kid.  

 Zainteresowałam si� równie� wpływem (p)ppGpp na transkrypcj� zachodz�c� z 

promotorów bakteriofaga �. W tym czasie odbyłam trzy dwumiesi�czne sta�e w laboratorium Dr 

V.J. Hernandez’a (State University of New York, Buffalo, USA), gdzie zdobyłam do�wiadczenie 

w metodyce transkrypcji in vitro.  

W wyniku tej współpracy opublikowali�my dwie prace (punkt IIA-5,6, zał�cznik 3).  

Jedna z nich  dotyczyła promotora pR bakteriofaga �, gdzie pokazałam, i� (p)ppGpp ma wpływ 

na wiele etapów inicjacji transkrypcji zachodz�cej z tego promotora, ale przede wszystkim na 

powstawanie wi�zania mi�dzy pierwszymi dwoma nukleotydami nowosyntetyzowanego 

RNA(praca IIA-5). Praca ta była te� o tyle wa�na, �e jednoznacznie udokumentowała 

hamowanie inicjacji transkrypcji przez (p)ppGpp zachodz�cej z promotora, na którym 

polimeraza RNA tworzy bardzo stabilny kompleks otwarty (czas półtrwania wynosi od pół 

godziny do kilku godzin, w zale�no�ci od warunków reakcji). Wcze�niejsze doniesienia zdawały 

si� sugerowa�, i� istnieje tylko jeden mechanizm działania (p)ppGpp, a mianowicie zmniejszanie 

okresu półtrwania kompleksów otwartych. Promotory na których polimeraza RNA tworzy 

niestabilne kompleksy otwarte miałyby by� hamowane, a te które tworz� stabilne kompleksy - 

po�rednio aktywowane przez (p)ppGpp (hipoteza ta powstała jeszcze zanim doszło do odkrycia 

roli białka DksA). Jak wy�ej wspomniałam, w mojej pracy pokazałam, �e (p)ppGpp wpływa na 




