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1. Imig i Nazwisko.
Katarzyna Potrykus

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozparwy doktorskiej.

Tytul magistra biotechnologii — Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet
Gdanski- Akademia Medyczna w Gdansku, czerwiec 1999 r.

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii — Uniwersytet Gdanski, Wydziat
Biologii, Geografii i Oceanologii, listopad 2003 r.Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Regulacja
transkrypcji 1 replikacji bakteriofaga A — rola czterofosforanu guanozyny (ppGpp) w kontroli
aktywnosci promotorow.”

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

2003- chwila obecna  adiunkt, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Biologii, Katedra Biologii
Molekularnej

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

4. Wskazanie osiaggni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagni¢cia naukowego

Wpltyw (p)ppGpp 1 czynnikéw transkrypeyjnych GreA, GreB oraz DksA, na polimerazg RNA i
globalna regulacje komorkowa u Escherichia coli.

b) (autor/autorzy, tytul publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

[1] Potrykus K, Vinella D, Murphy H, Szalewska-Palasz A, D'Ari R, Cashel M. (2006)
Antagonistic regulation of Escherichia coli ribosomal RNA rrnB PI promoter activity by GreA
and DksA. J Biol Chem. 281(22):15238-48. (IF 2006 = 5.808)

[2] Potrykus K, Cashel M. (2008) (p)ppGpp: still magical? Annu Rev Microbiol. 62:35-51. (IF
2008 =10.902)

[3] Potrykus K, Murphy H, Chen X, Epstein JA, Cashel M. (2010) Imprecise transcription
termination within Escherichia coli greA leader gives rise to an array of short transcripts, GraL.
Nucleic Acids Res. 38(5):1636-51. (IF 2010 = 7.836)
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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)

¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagni¢tych wynikow wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Celem naukowym wyzej wymienionych prac byto poszerzenie wiedzy na temat wptywu
bakteryjnych czynnikow transkrypcyjnych na polimeraz¢ RNA pod katem odpowiedzi $cistej i
rozluznionej zachodzacej w komoérkach Escherichia coli. Odpowiedz Scista jest to zjawisko
zachodzace w komodrkach pod wplywem réznego rodzaju stresu lub gltodu (np. gtoéd
aminokwasowy, weglowy, azotowy, zelazowy, fosforanowy, lipidowy, a takze stres oksydacyjny
1 temperaturowy). W takich warunkach dochodzi do powstawania specyficznych nukleotydow,
czterofosforanu guanozyny (5’-difosforan 3’-difosforan guanozyny, inaczej ppGpp) 1
pieciofosforanu guanozyny (5’°-trifosforan, 3’-difosforan gunozyny, inaczej pppGpp). W skrocie
mozna je oznaczac jako (p)ppGpp. Obydwa nukleotydy moga by¢ syntetyzowane przez biatka
RelA 1 SpoT, a powstaja z GDP (w przypadku ppGpp) lub GTP (w przypadku pppGpp) oraz
ATP. Jak dotad, w miar¢ doktadnie poznany jest tylko mechanizm stymulacji syntezy (p)ppGpp
w przypadku biatka RelA, ktore ulega aktywacji jedynie podczas gtodu aminokwasowego. RelA
wiaze si¢ do rybosomu i gdy nastepuje zahamowanie translacji na skutek braku tRNA
natadowanego odpowiednim aminokwasem, dochodzi do syntezy (p)ppGpp. Z kolei SpoT jest
odpowiedzialne za synteze (p)ppGpp na skutek glodu i stresu innego niz gléd aminokwasowy.
Dotychczas udato sie wykaza¢ aktywacje SpoT tylko na skutek glodu lipidowego, a sygnaly
aktywujace to biatko podczas innych stresow nie sa do tej pory poznane. SpoT ma rowniez
dodatkowgq funkcjg, a mianowicie usuwa nadmiar (p)ppGpp z komorki poprzez jego hydrolize,
co ma duze znaczenie gdy warunki srodowiskowe ulegna polepszeniu. Pozwala to bakteriom
szybko przestawi¢ swoj metabolizm aby jak najbardziej efektywnie wykorzysta¢ nowe zasoby.

Nukleotyd (p)ppGpp jest w miarg dobrze poznanym czynnikiem transkrypcyjnym, ktory
bezposrednio oddziatywuje na polimeraz¢ RNA poprzez wigzanie si¢ do tego enzymu. Miejsce
wiazania nie jest do konca poznane (istnieja sprzeczne doniesienia na ten temat), aczkolwiek
znajduje si¢ ono prawdopodobnie w sasiedztwie centrum katalitycznego. Istnieje natomiast
zgodnos$¢, iz (p)ppGpp odgrywa najwigksza rolg przede wszystkim na etapie inicjacji
transkrypcji, a wigc etapu, ktéry mozna okresli¢ jako ten gdy polimeraza RNA wiaze si¢ do
rejonu promotora na DNA, tworzy kompleks zamknigty, nastegpnie kompleks otwarty (gdy
dochodzi do rozerwania dwuniciowej struktury DNA 1 powstania tzw. babla transkrypcyjnego), a
nastgpnie syntezy pierwszych wigzan fosforanowych w nowopowstajacym RNA. W momencie
gdy polimeraza RNA opuszcza rejon promotora, mamy juz do czynienia z elongacja
transkrypcji, a nastgpnie z terminacja gdy dochodzi do zakonczenia transkrypcji.

Interesujace jest to, ze (p)ppGpp wywiera r6zny wplyw na transkrypcj¢ zachodzaca z
danego promotora w zaleznosci od struktury tegoz promotora. Dla przyktadu (p)ppGpp moze
mie¢ wplyw hamujacy albo aktywujacy, ewentualnie nie mie¢ istotnego wptywu na inicjacje
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transkrypcji z danego promotora. Wptyw hamujacy jest przede wszystkim obserwowany w
przypadku promotorow rybosomalnych (takich, ktore promuja syntezg rRNA) i promotorow
tRNA. Poniewaz rRNA 1 tRNA stanowia zwykle ok. 80% catkowitego RNA w komorkach,
mozna byto tatwo zauwazy¢ zahamowanie ich syntezy w poczatkowych pracach nad glodem
komoérkowym. Zauwazono $cista korelacje pomigdzy glodzeniem aminokwasowym, a spadkiem
poziomu RNA w komorce 1 dlatego tez odpowiedz t¢ nazwano odpowiedzia $cista. Natomiast w
komorkach pozbawionych genow reld 1 spoT odpowiedzi takiej nie zanotowano, wigc w
komoérkach ppGpp® (catkowicie pozbawionych (p)ppGpp) procesy zachodzace pod wplywem
r6znych gtodow/stresow nazwano odpowiedzig rozluzniona.

Wracajac do odpowiedzi Scistej, zaobserwowano pewna prawidlowos¢- otdz
zahamowaniu ulega transkrypcja tych genow, ktorych produkty biora udziat w procesach bardzo
kosztownych pod wzgledem energetycznym, a ktérych synteza wydaje si¢ zbedna w warunkach
glodu lub stresu (np. wspomniana synteza rybosomow). Z kolei aktywacji ulegaja geny, ktorych
produkty moga by¢ przydatne do przezycia, jak np. geny szlakéw biosyntezy aminokwasow.
Komorki ppGpp® nie sa w stanie rosnaé na pozywkach minimalnych wtasnie z powodu braku
aktywacji genow syntezy aminokwasow.

Przez wiele lat hamujacy wptyw (p)ppGpp na polimeraz¢ RNA obserwowano w
warunkach in vivo oraz w czystych uktadach in vitro. Natomiast aktywacje transkrypcji
obserwowano tylko w warunkach in vivo; w warunkach in vitro aktywacja transkrypcyjna przez
(p)ppGpp obserwowana byta tylko przy uzyciu ekstraktow komoérkowych (z jednym wyjatkiem,
gdzie zademonstrowali$my aktywacjg¢ promotora paQ w czystym uktadzie in vitro). Sytuacja
dramatycznie zmienita sie w 2004 roku, gdy odkryto, iz biatko DksA jest niezbednym
kofaktorem potrzebnym do aktywacji transkrypcji przez (p)ppGpp w przypadku promotorow
gendéw biosyntezy aminokwasow. Doprowadzito to do eksplozji nowych prac i wyzwan w
dziedzinie zwiazanej z (p)ppGpp 1 odpowiedzia Scisla.

Stato si¢ to rowniez punktem wyjscia cyklu prac, ktore sa tutaj prezentowane jako
,osiagnigcie naukowe”. Wkroétce zaistnialo tez duze zapotrzebowanie na pracg przegladowa,
ktora napisatam wraz z Dr M. Cashel’em [praca 2], co odzwierciedla stosunkowo duza liczba jej
cytowan (168 wedtug bazy Web of Science).

Pod wzgledem struktury, DksA bardzo przypomina inne, lepiej poznane, czynniki
transkrypcyjne, takie jak GreA, GreB (obecne u bakterii) oraz TFIIS (u eukaryota). Bialka te
charakteryzuja si¢ posiadaniem domeny w ksztalcie palca (ang. tzw. ,,finger domain™),
utworzonej ze skreconych helis biatkowych (ang. tzw. struktura ,,coiled coil”), oraz domeny
globularnej. Uwaza sig, ze biatka te wiaza si¢ do polimerazy RNA za pomoca domeny
globularnej, natomiast domena palcowa jest wprowadzana do drugorzgdowego kanatu
polimerazy RNA (ang. tzw. ,,secondary channel’). Na koncu domeny palcowej znajduja si¢ dwie
reszty kwasnych aminokwaséw, ktére po zwigzaniu biatka do polimerazy RNA, znajduja si¢
blisko centrum katalicznego enzymu; uwaza sig, ze odgrywaja one wazna rolg w
funkcjonowaniu biatek GreA/GreB. Wykazano, iz zarowno GreA jak i GreB odziatywuja na
polimeraz¢ RNA wylacznie na etapie elongacji transkrypcji. Ich funkcja polega na przywroceniu
aktywnosci polimerazie w przypadku zahamowania transkrypcji na skutek cofnigcia si¢
polimerazy i wyskoczenia wolnego konca 3’ nowosyntetyzowanego RNA z odpowiedniego
miejsca w centrum katalitycznym (zjawisko to w jezyku ang. nazywane jest ,,backtracking”).
Aby doszlo do wznowienia transkrypcji, musi zaj$¢ wycigcie fragmentu RNA wystajacego poza
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miejsce +1 w centrum katalitycznym, tak by mogt by¢ dodany kolejny nukleotyd. Pokazano
natomiast, iz DksA nie posiada takich wtasciwosci.

Z duzym zaciekawieniem postanowilam zatem zbadac, czy z kolei GreA 1 GreB
podzielaja funkcje DksA, tzn. czy biatka te odgrywaja role w odpowiedzi $cistej oraz czy
wspotdziataja z (p)ppGpp. Moje pierwsze badania byty oparte na modelu rybosomalnego
promotora rrnB PI i byly prowadzone zar6wno w systemach in vivo oraz in vitro [praca 1].
Okazalo sig, 1z GreA nie tylko zachowuje si¢ w sposob antagonistyczny do DksA (w
przeciwienstwie do DksA, GreA aktywuje transkrypcj¢ zachodzaca z tego promotora) ale
udokumentowatam takze, iz bialko to dziata rowniez na etapie inicjacji transkrypcji, a nie tylko
elongacji. Wptyw GreA okazat si¢ by¢ niezalezny od obecnosci (p)ppGpp.

Nie zaobserwowatam aby GreB miato duzy wplyw na transkrypcje zachodzaca z
promotora rrnB P, jednak nie wyklucza to ewentualnego wplywu tego biatka na inne
promotory.

Zrodzil sie wtedy rowniez pomysl, iz GreA, GreB 1 DksA moga konkurowac ze soba o
wiazanie do polimerazy RNA, co wstgpnie potwierdzily wyniki moich badan in vitro.
Znaczytoby to, ze istnieje dodatkowy etap regulacji transkrypcji, $ci§le powiazany z regulacja
wywierang przez (p)ppGpp. Wyniki tych badan, przeprowadzonych gléwnie w warunkach in
vivo, sa przedstawione w opublikowanej pracy [praca 5].

Okazato sig, ze aby doszlo do aktywacji genow biosyntezy aminokwasow, nie jest
wymagana obecno$¢ (p)ppGpp (z wezesniejszych obserwacji wynikato, ze szczepy ppGpp
rosng na pozywkach minimalnych, lecz szczepy ppGpp® nie rosna); wystarczajacym warunkiem
jest nadprodukcja DksA lub GreA, ale tylko wtedy gdy brak jest drugiego biatka. Doktadnie;,
nadprodukcja DksA powoduje wzrost komérek ppGpp° na podtozu minimalnym tylko w
szczepach dodatkowo pozbawionych genu gred; podobnie, nadprodukcja GreA powoduje wzrost
na podlozu minimalnym tylko szczepow ppGpp’ dksA".

Ponadto, brak wzrostu szczepéw ppGpp dksA™ na podtozach minimalnych moze byé
odwrocony przez nadprodukcj¢ GreA. Oznacza to, ze GreA i DksA w niektorych warunkach
moga dziata¢ wymiennie, lecz w innych dziataja antagonistycznie do siebie. Potwierdzity to
rowniez moje dos§wiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem mikromacierzy
transkrypcyjnych. Wiasnie te dane pozwolity rowniez na pokazanie, ze GreB odgrywa rolg w
sieci wzajemnych oddzialywan migdzy biatkami wiazacymi si¢ do drugorzedowego kanatlu
polimerazy RNA. Mimo, ze nadprodukcja biatka GreB nie jest w stanie zezwoli¢ na wzrost
szczepu ppGpp® na podtozu minimalnym, to jednak istnieje pewna grupa genéw, ktora jest
regulowana przez to biatko gdy dodatkowo komorki pozbawione sa genu dksA. Pozwolilo to na
ustalenie pewnej hierarchii pomiedzy biatkami. Mianowicie, DksA i GreA zdaja si¢ wywotywaé
najwigkszy efekt i najbardziej konkurowa¢ o wiazanie do polimerazy RNA; GreB zdaje si¢ by¢
mniej wydajne pod tym wzgledem. Mozna bylo takze ustali¢ wzajemna regulacj¢ pomigdzy
GreA, GreB i DksA, ktora zachodzi prawdopodobnie na etapie transkrypcji.

Dodatkowo, w powyzszej regulacji nie maja znaczenia reszty kwasowych aminokwasow
domeny palcowe;j, ktore wczesniej byty uwazane za konieczne do petnienia funkcji przez GreA i
GreB na etapie elongacji transkrypcji. Wydaje si¢ wigc prawdopodobne, iz biatka te powoduja
aktywacje transkrypcji zachodzaca z promotoréw biosyntezy aminokwasdéw poprzez inny
mechanizm niz do tej pory opisany.

W mojej pracy nad czynnikami GreA, GreB i DksA skupitam sie rowniez nad regulacja
genoéw kodujacych te biatka. Do tej pory nie byto zadnych doniesien na ten temat. Owocem tych
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badan jest publikacja [praca 3], w ktorej pokazalam, iz GreA ulega autoregulcji. Delecja genu
greA powoduje wzrost aktywnosci transkrypcji zachodzacej z rejonu promotorowego greA,
natomiast nadprodukcja GreA powoduje zahamowanie transkrypcji. Po doktadnym zmapowaniu
rejonu promotorowego okazalo sie, ze istnieja dwa bardzo silne promotory (P1, zalezny od 6”°,
oraz P2, zalezny od GE), ktére zachodza na siebie. Co ciekawe, autoinhibicja przez GreA,
obserwowana in vivo, nie zachodzi in vitro, co §wiadczy, iz obserwowany efekt jest albo
posredni, albo wymagany jest dodatkowy czynnik, ktérego brakuje w systemie in vitro.

Niemniej jednak, doswiadczenia te doprowadzily do bardzo ciekawej obserwacji-
odkrytam mianowicie obecno$¢ niespotykanego terminatora w rejonie promotorowym greA. Nie
dos$¢, ze terminator ten powoduje zakonczenie transkrypcji prawie 2/3 wszystkich transkryptow
inicjowanych z P1 1 P2 (tylko 1/3 transkryptéw prowadzi wigc do powstania mRNA greAd) to na
dodatek terminacja ta jest wielce nieprecyzyjna: z kazdego promotora powstaje ok. 10 r6znych
przedwczesnie zakonczonych RNA, r6zniacych sig od siebie o 1-10 nukleotydéw w dtugosci. Co
wigcej, sama struktura terminatora jest niezwykla: strukturg szpilki do wlosow tworzy az 11 par
zasad, podczas gdy najbardziej rozpowszechnione sa terminatory posiadajace tylko 6-7 par zasad
w takiej strukturze.

Sktonito to mnie do doktadniejszego przyjrzenia sie powstajacym transkryptom. Po
potwierdzeniu, ze transkrypty te sa uwalniane z kompleksow transkrypcyjnych (a wigc nie
dochodzi do utknigcia polimerazy RNA na DNA), postanowitam zbada¢ czy te krotkie
fragmenty RNA pelnia jaka$ funkcje fizjologiczna. Przeprowadzone doswiadczenia
jednoznacznie wskazaly, ze powstajace SRNA (z ang. ,,short RNA” — krétkie RNA) w istocie
wptywaja na ekspresje ok. 100 roznych gendow. Zwienczeniem tej publikacji bylo wigc wykrycie
nieznanego wczesniej SRNA, ktére nazwatam GraL (od ,,gred leader”).

W swoich badaniach postanowitam réwniez ustosunkowac si¢ do pytania czy (p)ppGpp
odpowiada za regulacje tempa przyrostu masy komorkowej ( ang. tzw. ,,growth rate control”)
Jest to pytanie niebagatelne, gdyz od ponad 20 lat istniaty sprzeczne doniesienia na ten temat.
Gtownym punktem spornym byly wyniki otrzymane przy uzyciu szczepdéw ppGpp® i pozywek o
r6znym skladzie aminokwaséw lub zrodet wegla. Teoretycznie, jesli (p)ppGpp odpowiada za
regulacje przyrostu masy komorkowej, to komorki ppGpp” powinny odnotowywaé znacznie
wigkszy przyrost masy komorkowej (RNA 1 bialek) niz komorki typu dzikiego, mimo
podobnego czasu generacji (nie dochodzi u nich do ograniczenia syntezy rRNA i tRNA tak jak w
komorkach dzikich). Wszystkie do§wiadczenia sa wykonywane w tym przypadku w pozywkach
na tyle bogatych w substraty, ze nie dochodzi do ich wyczerpania i glodzenia komoérek. Jedynym
czynnikiem ograniczajacym wzrost jest sposob wykorzystania substratow, a nie ich ilo$¢.

Poniewaz poprzednio opublikowane przez innych badaczy doniesienia byty wzajemnie
sprzeczne ze soba, nalezato bardzo doktadnie okresli¢ warunki hodowli szczepow ppGpp”.
Wiadomo bowiem, ze dtugi czas hodowli tych szczepow w pozywkach minimalnych prowadzi
do powstawania spontanicznych mutacji w genach kodujacych podjednostki polimerazy RNA.
Takie mutanty (tzw. mutanty M+) zachowuja si¢ wtedy tak, jakby (p)ppGpp bylo caty czas
zwigzane z polimeraza RNA, mimo ze go w komorce nie ma. Po ustaleniu warunkéw hodowli
oraz zastosowaniu barwnikéw flurescencyjnych do okreslania poziomu RNA i DNA w
komorkach, mozna byto jednoznacznie stwierdzi¢, ze w szczepach ppGpp® przyrost masy
komorkowej (RNA 1 bialek) jest niezalezny od czasu generacji i utrzymuje si¢ na znacznie
wyzszym poziomie niz u szczepow dzikich. Po wykonaniu przeze mnie analizy polisomow
wyizolowanych z komorek dzikich i komérek ppGpp”, réwniez jednoznacznie mozna byto



Zatacznik 2/ Appendix 2 dr Katarzyna Potrykus

stwierdzi¢, ze zwigkszeniu ulega przede wszystkim liczba rybosomow. Ponadto, rybosomy te sa
w pelni dojrzale i prawdopodobnie rowniez w petni funkcjonalne.

Analiza wplywu DksA pokazata ponadto, ze biatko to ma pewien wptyw rowniez na
przyrost masy komoérkowej, jednakze tylko w warunkach wydajnej jego nadprodukcji. Stanowito
to dodatkowe potwierdzenie, ze (p)ppGpp jest jedynym i1 wystarczajacym czynnikiem
odpowiedzialnym za regulacje tempa przyrostu masy komorkowe;.

Podsumowujac, najwazniejsze odkrycia cyklu prac sktadajacych si¢ na moje osiagnigcie
naukowe to wykazanie, ze:

- GreA jest czynnikiem transkrypcyjnym wplywajacym nie tylko na elongacjg, ale
réwniez na inicjacjg transkrypcji

- GreA 1 DksA w wielu przypadkach dziataja antagonistycznie (np. przy regulacji
transkrypcji zachodzacej z promotora rrnB P1), natomiast w niektorych warunkach dziataja
wymiennie

- gred podlega autoregulacji, a transkrypcja tego genu zachodzi z dwédch zachodzacych
na siebie promotordéw (P1, zaleznego od ¢'’, oraz P2, zaleznego od ")

- W rejonie promotorowym greA obecny jest terminator, w wynku ktdérego powstaje nowo
wykryty sSRNA- GraL

- zachodzi wzajemna regulacja migdzy GreA, GreB i DksA na poziomie transkrypcji
genow je kodujacych

- GreA, GreB i1 DksA wspolzawodnicza o wigzanie do polimerazy RNA i razem z
(p)ppGpp tworza bardzo precyzyjna sie¢ regulujaca globalne procesy komorkowe

- (p)ppGpp jest jedynym i wystarczajacym czynnikiem regulujacym tempo przyrostu
masy komodrkowe;.

Wyzej wymienione rezultaty badan przyczynity si¢ do znacznie lepszego poznania
molekularnych mechanizméw regulacji ekspresji genéw w komorkach bakteryjnych w
warunkach stresu srodowiskowego.

5. Omoéwienie pozostalych osiggni¢e¢ naukowo - badawczych

Studia magisterskie rozpoczgtam na Migdzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii,
Uniwersytetu Gdanskiego- Akademii Medycznej w Gdansku w 1994 r. Natomiast badania
naukowe rozpoczgtam po trzecim roku studiéw pod opieka dr Sylwii Baranskiej oraz prof. dr
hab. Grzegorza Wegrzyna. Zainteresowatam si¢ wtedy dziedzina zwiazana z (p)ppGpp oraz
wplywem odpowiedzi §cistej i rozluznionej na replikacje plazmidu oriJ (praca z punktu IIA-1,
zatacznik 3). Wykazatam, ze podobnie do plazmidéw A (plazmidy A zawieraja rejon replikacyjny
bakteriofaga 1), plazmidy oriJ ulegaja replikacji dzigki dziedziczonemu kompleksowi
repliakcyjnemu. W tej sytuacji, jedna kopia potomna dziedziczy wczesniej ztozny kompleks
replikacyjny, natomiast aby doszto do replikacji drugiej kopii musi zaj$¢ ztozenie kompleksu
replikacyjnego de novo. Istnieje jednak zasadnicza réznica migdzy tymi dwoma typami
plazmidoéw. Ot6z mimo podobne;j struktury rejonu replikacyjnego, replikacja plazmidu oriJ
zachodzi podczas odpowiedzi $cistej, w przeciwienstwie do plazmidow A. Praca ta stata sig
podstawa mojej pracy magisterskiej, ktora obronitam w czerwcu 1999 r.



Zatacznik 2/ Appendix 2 dr Katarzyna Potrykus

Po ukonczeniu studiéw, w latach 1999-2003 bytam stuchaczem Srodowiskowego
Studium Doktoranckiego z Biologii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Nadal
kontynuowatam prace nad (p)ppGpp i replikacja plazmidow czego owocem byly prace z punktu
ITA-2,3,4 (zalacznik 3). Wykazalam przy pomocy metody sieciowania formaldehydem in vivo,
ze w sktad dziedziczonego kompleksu replikacyjnego plazmidéw A wchodza biatka AO, AP,
DnaB oraz DnaK (praca IIA -2). Sktad dziedziczonego kompleksu replikacyjnego nie byt
wczesnie] poznany. Badania te staty si¢ mozliwe dzigki zastosowaniu szczepow Areld 1
prowadzeniu hodowli w warunkach glodu aminokwasowego. Nie dochodzito wtedy do sktadania
nowych kompleksow replikacyjnych ze wzgledu na zahamowanie syntezy biatek 1 mozliwa byla
analiza jedynie kompleksOw wczes$niej juz powstatych.

Pokazatam réwniez, ze transkrypcja zachodzaca z promotora App ma dosy¢ duze
znaczenie w replikacji plazmidow A (praca IIA-3). W przypadku plazmidow posiadajacych
mutacje w tym promotorze, dochodzi do znacznie rzadszej inicjacji replikacji, czego dowodem
jest obnizona liczba kopii plazmidow w komoérce. Ponadto, w warunkach odpowiedzi
rozluznionej (w szczepach Areld), gdy zachodzi replikacja jedynie z dziedziczonej kopii
kompleksu replikacyjnego, w porownaniu z plazmidami typu dziekiego plazmidy Apo™ ulegaja
mniej wydajnej amplifikacji. Sugeruje to, ze transkrypcja zachodzaca z promotora Apo ,
podobnie do transkrypcji zachodzacej z promotora Apg, jest konieczna do zmiany struktury
rejonu replikacyjnego i tzw. aktywacji transkrypcyjnej rejonu ori 4.

Kolejna z prac dotyczyta wptywu toksyny Kid na replikacj¢ plazmidéw A 1 oriJ (praca
ITA-4). Toksyna ta jest kodowana przez plazmid R1 i razem z antytoksyna Kis tworzy system
majacy na celu stabilne utrzymywanie plazmidow R1 w komorkach. Wezeéniejsze doniesienia
wskazywaty, ze w warunkach in vitro celem Kid jest inhibicja helikazy DnaB. Moje badania in
vivo z wykorzystaniem plazmidoéw 4 1 oriJ pokazaly, ze Kid hamuje sktadanie de novo
kompleksow replikacyjnych w obydwoch przypadkach. Nie ma natomiast wptywu na replikacje
zachodzaca przy uzyciu kompleksoéw juz ztozonych (tzn. odziedziczonych przez kopig potomna
plazmidu). Zaktadajac, ze glownym celem toksyny Kid jest rzeczywiscie helikaza DnaB, moje
wyniki wskazuja, ze dziedziczony kompleks replikacyjny chroni DnaB przed wptywem Kid.

Zainteresowalam si¢ rowniez wpltywem (p)ppGpp na transkrypcj¢ zachodzaca z
promotorow bakteriofaga A. W tym czasie odbytam trzy dwumiesigczne staze w laboratorium Dr
V.J. Hernandez’a (State University of New York, Buffalo, USA), gdzie zdobytam do$wiadczenie
w metodyce transkrypcji in vitro.

W wyniku tej wspotpracy opublikowali§my dwie prace (punkt ITA-5,6, zatacznik 3).
Jedna z nich dotyczyta promotora pR bakteriofaga A, gdzie pokazatam, iz (p)ppGpp ma wptyw
na wiele etapow inicjacji transkrypcji zachodzacej z tego promotora, ale przede wszystkim na
powstawanie wiazania migdzy pierwszymi dwoma nukleotydami nowosyntetyzowanego
RNA(praca ITA-5). Praca ta byta tez o tyle wazna, ze jednoznacznie udokumentowata
hamowanie inicjacji transkrypcji przez (p)ppGpp zachodzacej z promotora, na ktorym
polimeraza RNA tworzy bardzo stabilny kompleks otwarty (czas pottrwania wynosi od pot
godziny do kilku godzin, w zalezno$ci od warunkow reakcji). Wczesniejsze doniesienia zdawaty
si¢ sugerowac, iz istnieje tylko jeden mechanizm dziatania (p)ppGpp, a mianowicie zmniejszanie
okresu pottrwania komplekséw otwartych. Promotory na ktorych polimeraza RNA tworzy
niestabilne kompleksy otwarte miatyby by¢ hamowane, a te ktore tworza stabilne kompleksy -
posrednio aktywowane przez (p)ppGpp (hipoteza ta powstata jeszcze zanim doszto do odkrycia
roli biatka DksA). Jak wyzej wspomnialam, w mojej pracy pokazatam, ze (p)ppGpp wptywa na



Zatgcznik 2/ Appendix 2 dr Katarzyna Potrykus

wiele etapow inicjacji transkrypcji i zasugerowalam, ze wobec tego moze by¢ wiele
mechanizmdéw za pomoca ktorych (p)ppGpp wywotuje aktywacje lub inhibicj¢ danego
promotora. P6zniejsze moje prace nad innymi promotorami oraz prace innych autoréw, takze z
uzyciem biatka DksA, zdajg si¢ to potwierdzac.

Postanowilam réwniez zbadaé¢ wptyw (p)ppGpp na transkrypcje zachodzaca z promotora
paQ bakterifaga A (praca I1A-6, zatacznik 3). Poniewaz wczesniej inni autorzy wskazali, ze
promotor ten ulega aktywacji przez (p)ppGpp w warunkach in vivo, w mojej pracy zajetam sie
zbadaniem tego zjawiska in vitro. Praca ta stanowita pierwsza demonstarcje in vitro aktywacji
transkrypcji przez (p)ppGpp W oczyszczonym uktadzie. Pokazatam, ze (p)ppGpp przyspiesza
zmiang konformacji kompleksu zamknigtego utworzonego przez polimerazg RNA na rejonie
promotorowym, w aktywny transkrypcyjnie kompleks otwarty. Praca ta byta tez o tyle wazna, ze
udowodnita bezposredni wptyw (p)ppGpp na aktywacj¢ promotorow. Wezesniej dosy¢
popularne byto twierdzenie, ze aktywacja transkrypcji przez (p)ppGpp jest posrednim wynikiem
inhibicji promotoréw rybosomalnych (inhibicja tych promotoréw miataby prowadzi¢ do
zwiekszenia puli wolnej polimerazy RNA, co posrednio miatoby prowadzi¢ do zwigkszonej
transkrypcji zachodzacej z innych promotoréw).

Powyzsze wyniki weszty w sktad pracy doktorskiej, ktéra wykonatam pod opieka prof. dr
hab. Grzegorza Wegrzyna i obronitam w listopadzie 2003 r. (tytut pracy: ,,Regulacja transkrypcji
i replikacji bakteriofaga A — rola czterofosforanu guanozyny (ppGpp) w kontroli aktywnosci
promotoréw™). Po doktoracie, w grudniu 2003 r. zostatam zatrudniona na etacie adiunkta w
Katedrze Biologii Molekularnej, Uniwersytetu Gdanskiego. Nastgpnie, w maju 2004 r.
wyjechatam na staz naukowy do laboratorium Dr M. Cashel’a w National Institutes of Health,
Bethesda, USA.

Oprdcz prac wymienionych w pierwszej czgsci autoreferatu, zajetam si¢ réwniez
badaniem biatka o podobne;j strukturze do GreA, GreB, DksA, a mianowicie TraR. Biatko to jest
kodowane przez plazmid F. Opracowatam metode¢ nadprodukcji i oczyszczania tego biatka, a
nastepnie zastosowatam je w transkrypcji in vitro w systemie z promotorem rrnB P1. TraR,
podobnie do DksA, powoduje hamowanie aktywnosci promotoréw rybosomalnych. Zaskakujace
jednak bylo to, Ze nie jest wymagana obecnos¢ (p)ppGpp aby ta inhibicja zaszta. Aktywacja
promotoréw genéw szlakdw biosyntezy aminokwaséw przez TraR réwniez nie wymaga
obecnosci (p)ppGpp (praca z punktu I1A-7, zalacznik 3).

Ponadto zbadatam takze regulacj¢ ekspresji genu dksA. Mniej wigcej w tym samym
czasie nasza grupa i grupa Dr T. Romeo odkryta autoregulacj¢ DksA (poprzez inhibicje pdksA
przez DksA). Wyniki te zostaly zataczone do pracy z punktu IIA-8 (zatacznik 3), gdzie gtownym
tematem jest powiazanie systemu Csr z odpowiedzig $Scista. M6j wktad polegal réwniez na
zmapowaniu promotora dks4. Obserwacje te okazly si¢ bardzo przydatne w dalszym
zdefiniowaniu interakcji pomigedzy GreA, GreB, DksA i (p)ppGpp.

National Institutes of Health, w ktérym odbywatam staz, jest rzadowym instytutem
naukowym i nie ksztalci si¢ tam studentéw, wobec czego nie sprawowatam opieki nad
studentami w tym czasie. Jednakze w koncowych latach mojego stazu statam sie jednym z
najbardziej doswiadczonych cztonkéw zespotu i stuzytam rada nie tylko pozostatym stazystom z
naszego laboratorium, ale takze z laboratoriéw sasiednich. Mysle takze, ze poznatam znaczaca
liczbe technik laboratoryjnych i nabytam doswiadczenia potrzebnego do prowadzenia wiasnej
grupy badawczej.
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