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1.

Imie i nazwisko

Monika Katarzyna Glinkowska

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

miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

2003 r — stopien doktora nauk biologicznych nadany uchwatg Rady Wydziatu
Biologii, Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego na podstawie
przediozonej rozprawy doktorskiej pt. ,Mechanizm aktywacji promotora pr
oraz regulacji replikacji DNA plazmidéw A przez biatko DnaA”. Promotor: Prof.
dr hab. Grzegorz Wegrzyn

1999 r — dyplom magistra biotechnologii uzyskany na Miedzyuczelnianym
Wydziale Biotechnologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (wowczas —
Akademii Medycznej) i Uniwersytetu Gdarskiego

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/
artystycznych.

2003 r — obecnie Adiunkt na Wydziale Biologii UG, poczatkowo w Katedrze
Biologii Molekularnej, a po przeksztatceniu jednostki - w Katedrze Genetyki
Molekularnej Bakterii.

02-12.2011 - postdoctoral researcher, Jacobs University, Bremen, Niemcy

Wskazanie osiagniecia’ wynikajgcego 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. 2017 r. poz. 1789):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego,

Przedstawione do oceny osiagniecie naukowe sktada sie z czterech publikacji

oryginalnych oraz jednej monografii, dotyczagcych mechanizméw regulacji procesow
zwigzanych z odczytywaniem i powielaniem informacji zawartej w genomowym DNA
w komérkach bakteryjnych. Opatrzono je wspdlnym tytutem: ,,Biologia
genomowego DNA w ujeciu systemowym, czyli jak komunikacja pomiedzy
komponentami i procesami w komoérce bakteryjnej zapewnia efektywne
odczytanie informacji genetycznej oraz przekazanie jej komérkom potomnym.”

b) (autor/autorzy, tytub/tytuty publikaciji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

1. Szambowska A, Pierechod M, Wegrzyn G, Glinkowska M (2011) Coupling of
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transcription and replication machineries in lambda DNA replication initiation:
evidence for direct interaction of Escherichia coli RNA polymerase and the
lambdaO protein. Nucleic Acids Res 39: 168—177, doi:10.1093/nar/gkq752.

IF20172018 — 11.561; pkt MNiSW2013-2016 — 40; liczba cytowan — 14*

Indywidualny wkiad w autorstwo: 40%, gtéwny pomystodawca projektu,
wykonawca jednego z doswiadczeri, wspotudziat w interpretacji danych, autor
manuskryptu, kierownik grantu, z ktérego sfinansowano badania, autor
korespondujgcy

2. Sobetzko P, Glinkowska M, Travers A, Muskhelishvili G (2013) DNA
thermodynamic stability and supercoil dynamics determine the gene
expression program during the bacterial growth cycle. Mol Biosyst 9: 1643
1651, doi:10.1039/c3mb25515h.

IF2017/2018 — 2.759; pkt MNiSW2013-2016 - 30; liczba cytowan - 31

Indywidualny wktad w autorstwo: 30%, jeden z pomystfodawcow projektu,
wykonawca 99% czesci doswiadczalnej, wspotautor manuskryptu

3. Olszewski P, Szambowska A, Baraniska S, Narajczyk M, Wegrzyn G,
Glinkowska M (2014) A dual promoter system regulating lambda DNA
replication initiation. Nucleic Acids Res 42: 4450-4462,
doi:10.1093/nar/gku103.

IF20172018 — 11.561; pkt MNiSW2013-2016 — 40; liczba cytowar - 5

Indywidualny wktad w autorstwo. 40%, gitéwny pomystodawca projektu,
wykonawca czesci doswiadczer oraz analizy i interpretacji danych, autor
manuskryptu, kierownik grantu, z ktérego sfinansowano badania, autor
korespondujgcy

4. Tymecka-Mulik J, Boss L, Maciag-Dorszyriska M, Rodrigues JFM, Gaffke L,
Wosinski A, Cech GM, Szalewska-Patasz A, Wegrzyn G, Glinkowska M
(2017) Suppression of the Escherichia coli dnaA46 mutation by changes in the
activities of the pyruvate-acetate node links DNA replication regulation to
central carbon metabolism. PLoS One 12: 1-24,
doi:10.1371/journal.pone.0176050.

IF201712018 — 2.766; pkt MNiSW2013-2016 - 40; liczba cytowarn - 3

Indywidualny wktad w autorstwo: 30%, gtéwny pomystodawca projektu i
wykonawca analizy danych, wykonawca czesci do$wiadczen, autor
manuskryptu, autor korespondujgcy
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5. Glinkowska M, Boss L, Wegrzyn G (2014) DNA replication control in
microbial cell
factories. Springer Briefs in Microbiology, Springer, ISBN-13: 978-
3319105321.

IF2017/2018 =0 (monografia); pkt MNiSW2013-2016 - 20;

Indywidualny wkfad w autorstwo: 50%, gtéwny pomysfodawca koncepcji
manuskryptu, gtéwny autor manuskryptu,

Sumaryczny Impact Factor przedstawionych prac - 28,647; sumaryczna liczba
punktéw MNISW - 170, liczba cytowan wg Web of Science - 53

c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych
wynikéw
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Cel naukowy przedstawionych prac

Celem prac skfadajgcych sie na niniejsze osiggniecie naukowe byto poznanie
sieci wzajemnych oddziatywan pomiedzy wiasciwosciami i architekturg genomowego
DNA, kompleksami biatkowymi prowadzacymi procesy replikacji DNA i transkrypcji
oraz metabolizmem komérkowym, a takze wyjasnienie regulacyjnej roli tych
powigzan dla kluczowych proceséw zyciowych — ekspresji genéw oraz powielenia
genomowego DNA w celu przekazania go organizmom potomnym.

W ponizszej prezentacji osiggniecia naukowego przedstawitam swoje
dotychczasowe dokonania, ich znaczenie oraz perspektywy, jakie wytworzyty one dla
moich przysztych samodzielnych badan, a takze cele naukowe, jakie wyznaczytam
sobie na najblizszg przysztosc.

Woprowadzenie

Genomowy DNA jednego z modelowych organizméw bakteryjnych —
Escherichia coli, sktada sie z nieco ponad 4,5 miliona par zasad i ponad 4000
genow. Jego diugosé¢ wiecej niz tysiackrotnie przekracza najdiuzszy wymiar
pateczkowatej komorki. Ponadto, komorki E. coli sg zdolne do bardzo szybkich zmian
stanu fizjologicznego w odpowiedzi na zmieniajgce sie warunki $rodowiska,
manifestujgcych sie uruchomieniem odmiennych programoéw ekspresji gendw i
zmianami parametrow cyklu komoérkowego. Fakty te wskazujg na konieczno$é
istnienia mechanizmoéw, ktére temu — wydawatoby sie — stosunkowo prostemu
organizmowi pozwalajg na wytworzenie charakterystycznego fenotypu w okreslonych
warunkach, spoéréd niezliczonych mozliwosci skiadu i aktywnosci poszczegoinych
komponentéw komoérkowych. Mechanizmy te muszg pozwalaé komérce na
koordynacje, czyli zapewnienie spéjnosci dziatania réznych proceséw, dzieki ktore;
zmiana czynnika Srodowiskowego wywotuje reakcje catej sieci powigzanych ze sobg
komponentéw, doprowadzajgc w efekcie do okreSlonych zmian parametrow
fizjologicznych.
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Podejécie redukcjonistyczne w biologii pozwala na identyfikacje i
charakterystyke poszczegoélnych komponentéow systemu ozywionego, a nawet ich
interakcji, lecz dostarcza niewielu informacji o emergentnych cechach systemu (ang.
emergent properties), ktére z tych powigzan wynikajg. Podejscie systemowe lub
holistyczne, najcze$ciej poprzez obserwacje wielu komponentow jednoczesnie,
pozwala na wysuwanie wnioskéw i tworzenie testowalnych eksperymentalnie modeli
dotyczagcych skomplikowanych powigzan i wynikajgeych z nich wiasciwosci w
uktadach ozywionych. Owe powigzania czynig organizm zywy autopoietycznym
systemem, zdolnym do reakcji jako jedno$¢ na otaczajace Srodowisko. W swoich
pracach stosowatam obydwa podej$cia badawcze w celu poszukiwania odpowiedzi
na nastepujace pytania, dotyczace procesow zachodzgcych na DNA genomowym
bakterii:

1. W jaki sposéb program transkrypcji genoéw jest koordynowany ze
zmieniajgcymi sie warunkami srodowiska?

2. W jaki sposob replikacia DNA chromosomalnego jest koordynowana ze
wzrostem i podziatami komorkowymi?

3. Jaki udziat w tej regulacji majg fizyczne wtasciwosci DNA i struktura
genomow?

Chromosomalny DNA jest dtugim i do§¢ sztywnym polimerem zbudowanym z
nukleotydéw, sktadajgcym sie z dwoch antyrownolegtych nici tworzgcych podwojng
helise. Wiasciwoséci fizyczne danego fragmentu DNA takie jak jego temperatura
topnienia, zdolnoéé do tworzenia krzywizn lub innych struktur zalezg od skfadu i
sekwengcji par zasad (G, A, T, C) (Travers & Muskhelishvili, 2015). Cechy te wptywaja
bezposrednio na mozliwoéci oddzialywania biatek z DNA. Wptyw ten jest tym
mocniejszy, im bardziej dane biatko do wigzania DNA wykorzystuje tzw. odczyt
niebezposredni, czyli rozpoznaje raczej okreslong architekture DNA niz jego
sekwencje (Koudelka et al, 2006; Fogg et al, 2012; Muskhelishvili & Travers, 2016;
Noy et al, 2016). Wiasciwosci termodynamiczne danej sekwencji DNA decyduja
réwniez o tatwoéci topnienia, czyli ilosci energii wymaganej do rozplecenia nici DNA
w jej obrebie, co ma znaczenie w przypadku proceséw, ktérych niezbgdnych etapem
jest czesciowe rozdzielenie nici DNA — replikacji DNA i transkrypcji (Muskhelishvili &
Travers, 2014; Dorman & Dorman, 2016; Nigatu et al, 2016). Z dtugo$ci i sztywnosci
czasteczki DNA, a takze z koniecznosci rozplatania nici w przebiegu wspomnianych
proceséw wynikajg dodatkowe konsekwencje: w gestym $rodowisku cytoplazmy
maszyneria transkrypcyjna i replikacyjna wprowadza zmiany w topologii DNA —
dodatkowe skrety helisy w kierunku zgodnym z jej naturalnym przebiegiem
(pozytywne superskrety) przed polimeraza RNA lub DNA, i skrety w kierunku
odwrotnym (negatywne superskrety) za syntetyzujgcymi enzymami. Superskrety
skutkuja napieciem torsyjnym w DNA, mogg utatwia¢ (negatywne) lub utrudniac
(pozytywne) jego rozplecenie, wptywaé na tworzenie okreslonych struktur
przestrzennych lub wzajemne potozenie sekwencji, np. w wyniku tworzenia petli lub
plektoneméw (Travers & Muskhelishvili, 2005, 2015). Oznacza to réwniez, ze
organizacja sekwencji DNA w genomie oraz ich aktualna topologia efektywnie
ksztattuje oddziatywania biatko-DNA i mozliwos¢ tworzenia kompleksow biatkowych
(Muskhelishvili & Travers, 2014, 2016). Homeostatyczna regulacja poziomu
superskrecenia DNA w komédrkach bakteryjnych jest prowadzona przez enzymy
zwane topoizomerazami, u E. coli sg to gtownie: topoizomeraza |, ktéra relaksuje
negatywne superskrety oraz gyraza — wprowadzajaca negatywne superskrety na
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koszt hydrolizy ATP. Superskrecenie mozna réwniez potraktowa¢ jako forme
zmagazynowanej w DNA energii, co w potaczeniu z zaleznoscig aktywnosci gyrazy
od stosunku ATP/ADP, wskazuje na bezposrednie powigzanie pomigdzy stanem
energetycznym komorki, topologia DNA i regulacja proceséw komodrkowych
przebiegajacych na DNA — transkrypcjg i replikacjg DNA.

W upakowaniu dtugiej czasteczki DNA w komorce E. coli uczestniczg tzw.
biatka oddziatujgce z nukleoidem (Nucleoid Associated Proteins, NAPs), do ktorych
nalezg przede wszystkim Fis, HU, IHF, H-NS. Biatka te, w wyniku wprowadzanych
zagieé, nawijania DNA lub tgczenia sgsiednich fragmentéw poprzez tworzenie
mostkéw uczestnicza nie tylko w upakowaniu DNA lecz réwniez w regulacji procesow
replikacji DNA i transkrypcji (Dorman, 2014). Chromosomalny DNA E. coli jest
ponadto zorganizowany w 4 makrodomeny: Ori (zawierajgca origin replikacji oriC),
Ter (zawierajgca terminus replikacji), Left (lewa) i Right (prawa), przy czym dwoma
pierwszymi zawiadujg specyficzne systemy sktadajgce si¢ z biatka i rozpoznawanych
przez nie sekwencji (odpowiednio: MaoP/maoS, MatP/matS). Pomigedzy domeng Ori,
a lewa i prawg znajdujg sie dwa rejony nieustrukturyzowane (Messerschmidt &
Waldminghaus, 2014; Badrinarayanan et al, 2015). Organizacja ta wptywa na
komorkowa lokalizacje, segregacje i choreografie ruchow chromosomu w rosnacej
komorce.

Jak wspomniano wyzej, superskrecenie DNA oddziatuje na proces inicjacii
transkrypcji. Dzieje sie tak poniewaz lokalna architektura DNA wptywa na
oddziatywanie polimerazy RNA z elementami -10 i -35 promotora oraz na rozplatanie
nici podczas tworzenia kompleksu otwartego - niezbednego etapu inicjacji
transkrypcji. Ponadto, topologia DNA moze wzmacnia¢ lub ostabia¢ oddziatywanie
biatkowych aktywatoréw lub represorow transkrypcji z DNA, wptywajac na ich
funkcje. Warto podkresli¢é w tym miejscu, ze zaleznos¢ pomigdzy procesem
transkrypcji a superskreceniem jest dwustronna, poniewaz z jednej strony topologia
DNA odciska swoje pietno na efektywnosci inicjacji transkrypcji i regulacji danego
promotora, z drugiej za§ — podczas elongacii transkrypcji polimeraza RNA zmienia
lokalnie superskrecenie DNA (Muskhelishvili et al, 2010). Co istotne, chromosom
bakteryjny jest zorganizowany w ok 400 mikrodomen o wielkosci ok 10 kpz, w
obrebie ktorych moze dochodzi¢ do swobodnej dyfuzji superskretow, w tworzeniu
granic mikrodomen uczestnicza m.in. NAPs. Oznacza to rowniez, ze obecnosc
aktywnego promotora oddziatuje na architekture DNA sgsiadujacych rejondw, w tym
innych promotoréw i elementéw genetycznych w obrebie 10 kpz. Biorgc pod uwage,
ze efekt, jaki zmiana topologii DNA wywiera na dany rejon DNA zalezy od jego
sekwencji, otrzymujemy zamkniety system wzajemnych zaleznosci pomigdzy
sekwencja DNA, zgromadzong w nim energig w postaci superskrgcenia oraz
procesem transkrypcji (Muskhelishvili et al, 2010). Innymi stowy, mozna powiedzie¢,
ze DNA koduje dwa rodzaje informacji — pierwszy rodzaj zawarty jest w uktadzie par
zasad, drugi — w przestrzennej strukturze zas$ regulacja ekspresji genow moze by¢ w
pewnej mierze emergentng wiasciwoscig systemu, wynikajgca z wyzej wymienionych
zaleznosci (Muskhelishvili & Travers, 2013, 2014; Travers & Muskhelishvili, 2013).
Pomimo poznania tych wielostronnych zaleznosci pomiedzy procesem transkrypcji a
wlasnosciami DNA, znaczenie zmian architektury DNA dla globalnej regulacji
ekspresji genéw pozostaje stabo poznane. Ponadto, niejasne pozostaje réwniez
znaczenie struktury genomu, tzn. uktadu gendéw i ich wzajemnej orientacji na
koordynacje ekspresji genéw poprzez sprzezone z transkrypcjg superskrecenie DNA
(Transcription-Coupled DNA Supercoiling, TCDS) (Meyer & Beslon, 2014; Sobetzko,
2016; Meyer et al, 2018; Houdaigui et al, 2019). Wiele danych wskazuje rowniez, ze
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TCDS moze oddziatywa¢ na elementy regulujgce replikacie DNA, takie jak origin
replikaciji.

Jedna z moich prac wchodzgcych w sktad niniejszego osiggniecia koncentruje
sie na zbadaniu, czy organizacja i wtasciwosci sekwencji genomu E. coli oraz zmiany
superkrgcenia DNA majg istotny wptyw na globalng regulacje programu transkrypgcji
podczas zmian faz wzrostu hodowli bakteryjnej (Sobetzko i wsp.; 2013). W dwdch
innych, staraliSmy sie z kolei zgtebi¢ mechanizm oddzialywania transkrypcji z
sgsiadujgcych promotoréow na aktywnos$é origin replikaciji, wykorzystujac jako model
replikon bakteriofaga A (Szambowska i wsp., 2011; Olszewski i wsp. 2014).
Dokfadniej wyniki tych pracy zostaty oméwione ponize;j.

Kolejnym kluczowym zagadnieniem zwigzanym z biologia genomowego DNA,
ktoérego zrozumienie jest klasycznym przedmiotem badarn biologii systemowej jest
kontrola cyklu komérkowego bakterii. Na cykl zyciowy komérki bakteryjnej sktada sie
jej wzrost (w przyblizeniu podwojenie masy i objetosci), powielenie materiatu
genetycznego i jego segregacja do formujgcych sie komérek potomnych oraz podziat
komorki matczynej, ktéry w efekcie prowadzi do powstania dwdch niemal
identycznych komorek-corek. Szybko rosngce bakterie, jak E. coli, potrafig
przeprowadziC calg wyzej opisang sekwencje zdarzen w 20 min, pomimo Ze sama
synteza petnej kopii ich chromosomalnego DNA trwa ok. 40 min. Jest to mozliwe
dzigki rozpoczynaniu kolejnej rundy replikacyjnej przed ukornczeniem poprzedniej,
przy zachowaniu zasady, ze replikacja inicjowana jest raz na cykl komorkowy (raz
pomiedzy kolejnymi podziatami). Innymi stowy, komoérka E. coli w warunkach
zapewniajacych szybki wzrost prowadzi synteze chromosomow ktory odziedziczg jej
corki i wnuczki. Rosngce w bogatej pozywce komoérki E. coli sg réwniez wieksze i
zawierajg wiecej DNA, RNA oraz biatek na komérke niz te hodowane w ubogich
podtozach. Przy maksymalnym tempie wzrostu komérka moze zawiera¢ nawet 16
replikujgcych sie chromosomoéw (Willis & Huang, 2017). Juz w latach 60 ubiegtego
wieku stwierdzono, ze rozmiar komorki E. coli, a takze np. zawarto$¢ rybosomalnego
RNA (rRNA) wykazuja liniowy wzrost wraz ze zwiekszajgcym sie tempem jej wzrostu,
niezaleznie od konkretnego sktadu odzywczego pozywki (Schechter et al, 1958).
Badania prowadzone w latach 70 wykazaty ponadto, ze w przedziale czaséw
generacji 20-60 min, okres potrzebny do syntezy calego chromosomu i podziatu
komorki (C+D) jest mniej wiecej staty i wynosi 60 min. W powigzaniu z informacjami
dotyczacymi rozmiaru i skiadu komérki podczas wzrostu w warunkach
zapewniajacych rézne jego tempo, doprowadzito to do sformutowania modelu kontroli
replikacji DNA, wedtug ktérego komérki E. coli rozpoczynajg replikacje DNA przy
statym stosunku masy (objetosci) do liczby znajdujacych sie w nich origin (Cooper &
Helmstetter, 1968; Donachie, 1968). Hipoteze te potwierdzity ostatnio
wysokoprzepustowe badania, w ktérych przyglagdano sie parametrom wzrostu i
cyklowego duzej liczby pojedynczych komorek (Wallden et al, 2016). Pomimo
kilkudziesieciu lat badar oraz rozwoju technologii nadal nie znamy odpowiedzi na
kilka istotnych pytan, dotyczgcych koordynacji cyklu komoérkowego. Nie wiadomo
migdzy innymi, w jaki sposéb informacja o osiggnieciu krytycznej objetosci komorki
jest przekazywana do maszynerii replikacyjnej, decydujac o momencie inicjacji
replikacji. Niejasne jest rowniez, co decyduje o momencie podziatu komorki, a tym
samym — o jej rozmiarze. Wyniki badar z kilku ostatnich lat wskazujg jednak, ze w
kontrole zaréwno replikacji DNA jak i podzialu mogg byé zaangazowane
bezposrednio czynniki metaboliczne, przekazujgce do aparatu podziatowego
informacje o stanie metabolicznym komorki.
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W jednej z prac sktadajgcych sie na przedstawione do oceny osiggniecie
badatam powigzanie jednego z istotnych szlakow metabolicznych (szlak syntezy
octanu) z regulacjg replikacji DNA. Obecnie, w ramach dwdch kierowanych prze ze
mnie projektow naukowych kontynuuje badania nad oddziatywaniem biatek
replikacyjnych z enzymami metabolicznymi oraz metabolitami w komérkach E. coli.
Wyniki przedstawione we wspomnianej wyzej pracy, a takze cele projektow zostaty
przedstawione bardziej szczegbtowo ponize;.

Uzyskane rezultaty i ich znaczenie

Opisang wyzej tematykg zaczetam zajmowaé sie w ramach pierwszego
kierowanego przeze mnie grantu, finansowanego przez owczesne Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, pt. ,Aktywacja transkrypcyjna rejonu origin —
uniwersalny mechanizm regulacji inicjacji replikacji DNA?” (44140/B/P01/2007/33). W
projekcie tym postawiliSmy dwa gtéwne pytania o mechanizmy oddziatywania
promotoréw faga A pr (1) i po (2) na proces inicjacji replikacji DNA z origin tego
wirusa.

Podobnie jak w przypadku inicjacji replikacji DNA bakterii, synteza kopii
genomowego DNA faga A rozpoczyna sie od rozpoznania origin i rozplecenia DNA w
rejonie bogatym w pary AT przez biatko inicjatorowe, u faga zwane AO. Do
utworzonego kompleksu otwartego przytaczajg sie nastepnie oddziatujgce ze sobg
fagowe biatko AP i helikaza DnaB gospodarza — E. coli. Do dalszego rozplatania DNA
przez helikaze, umozliwiajgcego aktywnos$¢ maszynerii replikacyjnej, niezbedna jest
rearanzacja kompleksu AO-AP-DnaB przez biatka opiekuricze DnaK, DnaJ i GrpE, co
skutkuje uwolnieniem helikazy DnaB spod hamujqcego wplywu AP. Wiadomo
rowniez, ze do aktywnosci ornA in vivo oraz in vitro, przy syntezie DNA z
zastosowaniem ekstraktu komoérkowego, niezbedna jest aktywnoéc promotora pr. pr
pofozony jest powyzej origin replikacji, lecz mozna zastgpié go innym, réwniez
usytuowanym ponizej ori promotorem, jesli transkrypcja rozpoczynajaca sie z niego
biegnie w strone od miejsca startu replikacji (Taylor & Wegrzyn, 1995). Ponadto, na
inicjacje replikacji z ori\ wywiera takze wptyw aktywno$é promotora po, lezgcego w
obrebie poczatku genu O i skierowanego przeciwnie do pr.

W pierwszej pracy, opublikowanej w Nucleic Acids Research (w ktorej
jestem autorem korespondujgcym) wykazalismy, ze inicjatorowe biatko AO oddziatuje
bezposrednio z polimerazg RNA (RNAP) E. coli. Oddzialywanie pomiedzy
podjednostkg B RNAP a AO jest wzmacniane w obecnoéci aktywnej gyrazy,
wprowadzajgcej negatywne superskrety w DNA w miejsce pozytywnych,
akumulujgcych sie przed transkrybujaca polimeraza. Ponadto, uzyskali$my wyniki
sugerujgce, ze interakcja z RNAP moze wplywaé na konformacje oligomeru biatka
inicjatorowego. Na podstawie tych rezultatow zaproponowali$my model, w ktérym
bezposrednie oddziatywanie z RNAP wzmacnia wigzanie AO do rozpoznawanych
przez to biatko sekwencji i wspomaga proces aktywacji origin replikacji przez
transkrypcie z promotora pr Odziatywanie z AO wywotuje zaginanie DNA |
wzmacnianie zaleznego od transkrypcji superskrecenia DNA (Leng & McMacken,
2002; Leng et al, 2004), a to z kolei wptywa na oddziatywania AO w obrebie
oligomeru i z RNAP. Zaproponowali$my takze, ze interakcja maszynerii replikacyjnej
faga z polimerazg RNA gospodarza moze mie¢ znaczenie w czasoprzestrzennej
organizacji syntezy potomnych genoméw wirusa. Uzyskane rezultaty wskazujg
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réwniez na wptyw superskrecenia DNA na tworzenie kompleksow biatkowych
(Szambowska i wsp., 2011).

W kolejnej pracy opublikowanej w Nucleic Acids Research (jestem w nigj
rowniez autorem korespondujgcym) wykazalismy, ze skierowany konwergentnie do
pr promotor po zmniejsza iloS¢ transkryptéw rozpoczynajacych sie z pr i
przechodzgcych przez rejon oriA. Najprawdopodobniej oddziatywanie to zachodzi na
drodze interferencji transkrypcji, tzn. blokady, jakg stanowi zwigzana z po RNAP Iub
zderzenia syntetyzujgcych RNA polimeraz. Stwierdzilismy jednak, ze mimo
negatywnego wpfywu na transkrypcje z pr, niezbedng do aktywacji origin, brak
funkcjonalnego promotora po wptywa negatywnie na efektywnoéé inicjacji replikacji z
orik. Zaleznos¢ te wykazaliSmy zaréwno dla sztucznych replikonéw opartych na orih,
jak i w przypadku kompletnego genomu wirusa. Mutacja w promotorze po skutkujgca
ostabionym powinowactwem RNAP, powodowata zmiany w kontroli replikacii
sugerujgce ostabione oddziatywanie biatka inicjatorowego z origin replikacji i
zwigkszong multimeryzacje i niestabilno$¢ replikonéw z oriA. Na podstawie tych
wynikéw zaproponowali$my model, w ktorym interferencja transkrypcji pomiedzy
promotorem pr i po reguluje poziom transkrypcji przechodzacej przez origin i
zapobiega konfliktowi pomigdzy maszynerig transkrypcyjng (RNAP) i kompleksem
replikacyjnym, skutkujgca niestabilnoscig tego ostatniego.

Uzyskane w ramach wspomnianego wyzej grantu wyniki majg znaczenie
ogoinobiologiczne, gdyz wskazujg w jaki sposéb procesy transkrypcji i replikacji
mogg na siebie wzajemnie wptywac i jak te wzajemne zalezno$ci wykorzystywane sa
w komérce w strategiach regulacyjnych. Podobne powigzania obserwuje sie w
komdrkach eukariotycznych. Dotyczy to zaréwno globalnej koordynacji transkrypcji i
replikacji w fazie S, wptywu superskrecenia DNA na formowanie i aktywnos$é
komplekséw biatkowych i oddziatywania polimerazy RNA na topologie DNA, zjawiska
interferencji transkrypcji, a takze konfliktbw pomiedzy maszynerig transkrypcyjng i
replikacyjna.

Co wazne, wyniki te stanowity inspiracje dla dr Pawta Olszewskiego, autora
drugiej pracy, do stworzenia pierwszego wilasnego grantu badawczego, ktorego
celem bylo poznanie regut rzgdzgcych zjawiskiem interferencji transkrypcji i
mozliwosci wykorzystania go do regulacji syntetycznych promotoréw. Dla mnie za$,
byty one zachetg do gtebszego zainteresowania rolg struktury chromosomalnego
DNA w regulacji procesow. W zwigzku z tym, podjetam wspétprace z ekspertem w tej
dziedzinie — Prof. Georgim Muskhelishvilim z Jacobs University w Bremen (Niemcy).

W ramach stazu podoktorskiego w grupie Prof. Georgiego Muskhelishviliego,
podjetam badania dotyczace powigzania pomiedzy strukturg genomu, rozumiang
jako uktad i wtasciwosci sekwencji genéw, zmianami topologii DNA w komérce E.
coli, a regulacjg ekspresji genéw w przebiegu zmian fazy wzrostu hodowli
bakteryjnej. W celu zgfebienia tych zaleznosci wspoétuczestniczytam w stworzeniu
ogolnej koncepcji, a takze zaplanowatam i wykonatam cze§¢ biologiczng badan
omowionych ponizej, ktére staty sie podstawg pracy opublikowanej w Molecular
BioSystems, gdzie jestem drugim autorem.

Podczas fazy logarytmicznego wzrostu w bogatej pozywce, komorki E. coli
charakteryzujg sie szybkim tempem przyrostu masy, wigzgcym sie z wysokim
poziomem ekspresji rRNA i obecnoscig wielu replikujgcych sie ekwiwalentéw
chromosoméw. Za globalny poziom transkrypcji odpowiedzialna jest woéwczas przede
wszystkim polimeraza RNA powigzana z podjednostkg o’ ktdéra warunkuje
rozpoznanie sekwencji promotorowych. W miare zwiekszania sie ilosci komobrek
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bakteryjnych w hodowli, dochodzi do spadku ilosci sktadnikéw odzywczych i
gromadzenia szkodliwych produktéw metabolizmu, co powoduje uruchomienie
strategii przetrwania. Nastepuje wowczas tzw. przejscie w faze stacjonarng,
odznaczajgca sie zahamowaniem wzrostu, replikacji DNA i podziatéw komorkowych,
uruchomieniem ekspresji gendw odpowiedzialnych za przetrwanie niekorzystnych
warunkow i spadkiem produkcji sktadnikow rybosomoéw. Wiadomo réwniez, ze wraz
Zze zmniejszajacym sie potencjatem energetycznym komoérki podczas przejscia do
fazy stacjonarnej, dochodzi do spadku ogoinego poziomu negatywnego
superskrecenia chromosomalnego DNA i uruchomienia transkrypcji genow
odczytywanych przez polimeraze RNA powigzang z podjednostkg oS. Co ciekawe,
uktad genow w osi origin-terminus w koliscie zamknietym chromosomie y- i a-
proteobakterii jest wysoce konserwowany, zas geny niezbedne do szybkiego wzrostu
sytuujg sie gtéwnie w poblizu origin replikacji, podczas gdy te powigzane z fazg
stacjonarng — w rejonie terminus. W prowadzonych przeze mnie badaniach,
zadaliémy pytanie, czy zmiany w globalnym programie transkrypcji genéw w
przebiegu réznych faz wzrostu sg powigzane z ich potozeniem wzgledem osi ori-ter,
wiasciwosciami fizycznymi ich sekwencji oraz zaleznoscig ich promotoréw od
poziomu superskrecenia DNA. W celu uzyskania odpowiedzi, wykonatam analize
transkryptomiczng mRNA wyizolowanego z komérek E. coli rosngcych w bogatej
pozywce, pobieranych co 10 min w przedziale czasowym od odmtodzenia hodowli (0
min) do poznej fazy stacjonarnej (430 min). Podczas analizy danych stwierdziliSmy,
ze sekwencja chromosomalnego DNA E. coli i innych y-proteobakterii, odznacza sie
gradientem termodynamicznej stabilnosci w osi ori-fer, tzn. energia potrzebna do
rozplecenia DNA jest wyzsza dla sekwencji sgsiadujgcych z origin i ulega obnizeniu
w miare zblizania sie do terminus. Wykazalismy, ze w momencie wejscia hodowli
bakteryjnej w faze logarytmicznego wzrostu, znaczgcemu podwyzszeniu ulega
ekspresja genow w obrebie makrodomen Ori oraz nieustrukturyzowanych rejonéw
flankujacych te domene. Przeciwnie, podczas wejScia w faze stacjonarng,
podwyzszone] ekspresjg charakteryzujg sie geny w makrodomenie Ter. Nastepnie
porownali$my czasowy poziom ekspresji genow z fizycznymi wiasciwosciami ich
sekwencji oraz wrazliwoscia ich promotoréw na poziom superskrecenia DNA, znana
z wczesniejszych badan. Stwierdzilismy, ze czasoprzestrzenny program transkrypcji
w odniesieniu do catego chromosomu koreluje z wrazliwoscig promotoréw na poziom
superskrecenia DNA i termodynamicznymi wiasciwosciami ich sekwencji. W fazie
logarytmicznego wzrostu ulegaja bowiem ekspresji przede wszystkim geny, ktorych
promotory sg aktywowane przez podwyzszone negatywne superskrecenie DNA, zas
ich sekwencje odznaczajg sie wysokag stabilnoscig termodynamiczna. Analizujgc
funkcjonalne znaczenie tych korelacji stwierdziliSmy, ze czas transkrypcji z tych
promotoréw pokrywa sie z aktywnos$cig genéw kodujgcych biatka zaangazowane w
procesy anaboliczne oraz z wysoka konsumpcjg tlenu przez komérki bakteryjne.
Przeciwna sytuacja ma miejsce podczas wejscia komérek w faze stacjonarna.
Wobwczas ekspresji ulegaty gtéwnie geny kataboliczne, preferencyjnie aktywowane w
warunkach obnizonego poziomu superskrecenia DNA, o sekwencjach wykazujgcych
niskg termostabilnos¢é. Na podstawie tych wynikow zaproponowali§my model, w
ktorym  przedstawiliSmy chromosomy jako termodynamiczne  maszyny,
transformujgce energie na informacje, odczytywang przez maszynerie
transkrypcyjng. W modelu tym, statyczne (fizyczne) i dynamiczne (powigzane ze
zmieniajgcym sie poziomem superskrecenia DNA) wiasciwosci sekwencji
ulegajgcych transkrypcji sa powigzane z ich funkcjonalng rolg. Zapewnia to
czasoprzestrzenng koordynacje ekspresji genéw w przebiegu réznych faz wzrostu.
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Innymi stowy, mozna powiedzie¢, ze w toku ewolucji genom bakterii zostat
uksztattowany w taki sposob, ze uktad gendw i fizyczne wiasciwosci ich sekwenciji
wspbidziatajg w koordynacji ekspresji w przebiegu réznych faz wzrostu, zas
czynnikiem sprzegajgcym globalny program transkrypcji ze stanem fizjologicznym
komarki jest zmienna topologia DNA.

Wyniki te majg znaczenie w zrozumieniu roli strukturalnego komponentu we
wiasciwosciach kodujgcych DNA. O ile powigzanie pomiedzy strukturg a funkcjg
biatek jest stosunkowo dobrze poznane i nadal intensywnie badane, niewiele
wiadomo o analogicznej zalezno$ci w przypadku DNA. Znajomos¢ tych zaleznosci
jest wazna nie tylko z poznawczego punktu widzenia, gdyz dotyczy materiatu
genetycznego wszystkich (poza niektérymi wirusami) organizmoéw, ale moze mie¢
duze znaczenie praktyczne w biologii syntetycznej, podczas konstruowania
kontrolowanych obwodéw genetycznych, a takze catych syntetycznych
chromosomow.

Oprécz komunikacji pomiedzy stanem fizjologicznym komorki a procesami
transkrypcji i replikacji DNA, zachodzacej za posredniciwem zmian topologii DNA,
liczne dane literaturowe wskazujg na mozliwos¢ bezposredniego udziatu enzymow
metabolicznych w regulacji tych proceséw, zaréwno w komoérkach prokariotycznych
jak i eukariotycznych. U bakterii wykazano miedzy innymi istnienie kilku enzymow
regulujgcych giéwne biatko uczestniczace w podziale FtsZ, w sposob zalezny od
poziomu istotnych metabolitéw. Ponadto, powigzania genetyczne sugerowaty
mozliwo$é bezposredniej regulacji replikacji DNA poprzez zmiany w aktywnosci
enzyméw metabolicznych lub poziomu metabolitbw. Komunikacja przy pomocy tych
dwoch ostatnich czynnikéw mogtaby sprzegaé podziaty komérkowe oraz replikacje
DNA ze wzrostem komorki (Glinkowska et al, 2015).

W ramach badan podjetych po zakonczeniu stazu podoktorskiego
stwierdziliSmy, ze zmiany w obrebie wezia metabolicznego wigzgcego przemiany
pirogronianu, actylo-CoA i octanu wptywajg na kontrole replikacji DNA w komorkach
E. coli. Wykazali§my, ze réznorodne zmiany w komoérce, zwigzane z zaburzeniem
enzymdw uczestniczgcych w tych przemianach, takie jak zmiany poziomu acetylacji
biatek, potencjatlu oksydoredukcyjnego komérki, odpowiedz stresowa -
najprawdobodobniej bedgca wynikiem podniesienia poziomu alarmonu odpowiedzi
cistej — ppGpp (czterofosforanu guanozyny), wptywajg na mechanizmy kontrolne
inicjacji replikacji DNA zwigzane z biatkiem DnaA. Wyniki te zostaty przedstawione w
pracy opublikowanej w PLoS One, w ktérej jestem autorem korespondujgcym.
Dalsze badania wskazg konkretne procesy, ktére lezg u podstaw komunikacji
pomiedzy tymi parametrami komoérki a maszynerig prowadzgcg proces replikacji DNA
w komérkach E. coll.

Znane dotychczas powigzania pomiedzy transkrypcjg, replikacjg DNA, topologia
chromosomu oraz metabolizmem komérki, a takze moje wyniki przedstawitam
szczegotowo w monografii pt. ,,DNA replication control in microbial cell
factories”. W tej pracy zaproponowalis$my tez kilka hipotez i dalszych kierunkow
badawczych dotyczacych tych zagadnier. Wyniki publikowane przez inne grupy
badawcze w ostatnich latach $wiadcza o niestabngcym zainteresowaniu tymi
tematami.

Dalsze plany badawcze
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Wyniki badan zawarte w pracach sktadajgcych sie na przediozone do oceny
osiggniecie, stanowity dla mnie podstawe do stworzenia kolejnych projektow,
uzyskania ich finansowania, a takze rozwiniecia wspotprac miedzynarodowych.

Obecnie, wraz z zespotem, koncze realizacje projektu, ktérego celem byto
okreslenie sieci oddziatywan, jakie tworzg biatka replikacyjne E. coli z pozostatymi
sktadnikami proteomu w réznych warunkach wzrostu. Motywacjg do podjecia sie tego
zadania byt, ponownie, pozostajgcy bez definitywnej odpowiedzi problem: w jaki
sposob inicjacja replikacji DNA tej modelowej bakterii jest powigzana ze wzrostem
komorki bakteryjnej w trakcie cyklu komérkowego. Hipoteza, ktéra legta u podstaw
projektu zakiadata, ze koordynacja ta jest w istocie emergentng wtasciwoscia
systemu, jakim jest komérka bakteryjna i wynika z licznych powigzan pomiedzy
najwazniejszymi modutami proceséw komarkowych takimi jak replikacja, metabolizm,
synteza powtok komorkowych, synteza biatek. W tej komunikacji mogg uczestniczyé
bezposrednie interakcje czynnikow replikacyjnych z biatkami, ktérych gtowne funkcje
zaangazowane sg w pozostate moduty.

W  celu identyfikacji sieci odziatywan biatko-biatko postuzylismy sie
opublikowang wczesniej metodg wykorzystujgcg sekwencyjng chromatografie
powinowactwa. Umozliwia ona wyizolowanie biatek wraz z ich interaktantami przy
jednoczesnym obnizeniu niespecyficznych oddziatywari. Sktadniki kompleksu sa
nastgpnie identyfikowane z uzyciem spektrometrii mas sprzezonej z chromatografig
cieczowg (LC-MS).

Zidentyfikowalismy w ten sposob odziatywania pomiedzy kilkoma biatkami
replikacyjnymi lub odpowiedzialnymi za synteze nukleotydébw a enzymami
metabolicznymi, biatkami odpowiedzialnymi za synteze zewnetrznej btony bakteryjnej
oraz regulatorami potranslacyjnych modyfikacji biatek. Obecnie charakteryzujemy
funkcjonalne znaczenie tych interakcji. Potencjalnie kazda z nich moze sta¢ sie
podstawg nowej, interesujgcej $ciezki badawcze] w nieodlegltej przysziosci. W
ramach wymienionego wyzej projektu zidentyfikowali§my takze oddziatywanie
pomiedzy biatkiem replikacyjnym DiaA i prekursorem rdzenia lipopolisacharydu —
sedoheptulozo-7-fosforanem (S7P) i zaproponowali§my mechanizm regulacji
replikacji przez ten metabolit. S7P jest nie tylko substratem w pierwszym etapie
syntezy bakteryinego LPS, ale réwniez metabolitem posrednim w szlaku
pentozofosforanowym zaangazowanym w produkcje pentoz wchodzgcych w skiad
nukleotydow. Metabolit ten mogtby funkcjonowaé jako mechanizm sprzegajacy ze
sobg synteze¢ zewnetrznych  powlok  komorki  bakteryjnej,  produkcje
deoksyrybonukleotydéw i replikacje. Manuskrypt prezentujacy wyniki dotyczgce
oddziatywania DiaA-S7P jest obecnie w rewizji w Nature Communications. Cze$é
zawartych w nim wynikow postuzyta jako punkt wyjscia do napisania nowego
projektu, ktéry zostat sfinansowany przez NCN (OPUS nr UMO-
2017/27/BINZ2/00747). Badania zaplanowane w ramach nowego grantu bedg
prowadzi¢ do okreslenia mechanizmu, w jaki oddziatywanie DiaA-S7P mogfoby
regulowac proces inicjacji replikacji, a takze do okreslenia zmian metabolicznych
komorek E. coli w przebiegu cyklu komérkowego. W obu opisanych projektach petnie
funkcje kierownika.

Podczas realizacji tych badan nawigzatam réwniez wspétprace z Prof. Torstenem
Waldminghausem z Center for Synthetic Microbiology i Philipps University w
Marburgu (Niemcy). Jest on ekspertem w tematyce budowy chromosomu i replikacji
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DNA bakterii i korzystamy z jego do$wiadczenia w celu rozwijania swojego warsztatu
badawczego.

Wspotpracuje réwniez z dr Manuelem Banzhafem z University of Birmingham
(Wielka Brytania). W ramach tej wspoipracy rozwijamy projekt zmierzajacy do
zbadania mechanizméw regulujgcych cykl komoérkowy u patogennej bakterii
Pseudomonas aeruginosa. Zamierzamy w tym celu postuzyé sie m.in.
wysokoprzepustowg technikg — odwrécong chemogenomika, w ktérej nasz partner
jest ekspertem. Zdobyts wiedze planujemy wykorzystaé do opracowania
wysokoprzepustowych testéw pozwalajgcych na poszukiwanie zwigzkéw hamujgcych
replikacje DNA lub podziaty komérkowe.

Niedawno podjetam réwniez wspofprace z dr Samem Meyerem z University of
Lyon (Francja), dzieki ktérej bede kontynuowaé badania nad zaleznoscig pomiedzy
strukturg chromosomu a globaing regulacjg transkrypcji. Wspdlnie planujemy
rozszerzy¢ zakres stosowanych modeli badawczych i, oprécz E. coli, wykonaé
rowniez eksperymenty na roslinnym patogenie Dickeya dadantii, u ktérego réwniez
stwierdzono znaczacy udziat topologii DNA w regulacji ekspresji genéow podczas
zakazenia gospodarza. Badania te bedg zmierzaty do okre$lenia udziatu w globalnej
regulacji ekspresji genéw - zmian lokalnej topologii DNA, wynikajgcych z
superskrecenia generowanego przez proces transkrypcji i wzajemnego polozenia
promotorow. Dr Sam Meyer jest ekspertem w modelowaniu tych procesow i dzieki tej
wspofpracy mozliwe bedzie stworzenie modelu opisujgcego ilosciowo ten rodzaj
regulacii.
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5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

W 1999 r. ukonczytam studia magisterskie na Miedzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii UG i GUMed. Prace magisterska wykonatam pod kierunkiem Prof. dr
hab. Grzegorza Wegrzyna. Dotyczyta ona wyjasnienia, dlaczego cykl lityczny
bakteriofaga A nie zachodzi w jednym ze szczepow E. coli pozbawionym profaga Rac
i niosgcym dodatkowo mutacje w genie kodujacym biatko inicjatorowe DnaA.
Woczesniejsze hipotezy tlumaczace to zjawisko sugerowaty, ze gen lub geny
kodowane przez profaga Rac zastepujg funkcje biatka DnaA w replikacji faga A, za$
w przypadku dysfunkcji zaréwno profaga Rac, jak i DnaA replikacja DNA faga A jest
zablokowana. Eksperymenty przeprowadzone w ramach mojej pracy magisterskiej
wykazaly jednak, ze ta inhibicja rozwoju faga byta charakterystyczna tylko dla
konkretnego szczepu E. coli. Okazato sie, ze zjawisko to byto zwigzane z obecnoscig
profaga P1 i jego systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego, zas ani geny profaga Rac,
ani aktywno$¢ biatka DnaA nie sg niezbedne do produkgji potomnych genoméw faga
A. Wyniki te zostaty opublikowane w pismie Genetics (Glinkowska i wsp., 1999).

W 1999 r. rozpoczetam studia doktoranckie na éwczesnym Wydziale Biologii,
Geografii i Oceanologii UG. Badania bedgce podstawg mojej pracy doktorskigj
wykonywatam pod kierunkiem Prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna. Dotyczyty one
mechanizmu regulacji transkrypcji z promotora pr faga A przez biatko inicjatorowe
replikacji gospodarza — DnaA. Temat ten byt interesujgcy z kilkku powodow. Po
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pierwsze, funkcja biatka DnaA jako czynnika transkrypcyjnego zostata wczesnieg
opisana dla kilku genéw, lecz mechanizm dziatania, zaréwno w przypadku aktywacji
jak 1 represji pozostawat nieznany. Po drugie regulacja aktywnosci pr przez DnaA
nastepowata przez wigzanie do sekwencji potozonych ponizej promotora. Byt to
jeden z pierwszych regulatoréw tego typu opisanych u bakterii, ktérych czynniki
transkrypcyjne zwykle wigzg sie powyzej lub w obrebie sekwencji promotorowej. Po
trzecie, temat ten ukazywat molekularne mechanizmy przystosowania pasozyta do
gospodarza.

Weczesniejsze badania wykazaty, ze DnaA stymuluje transkrypcje z promotora pr,
a jego funkcja jest niezbedna do propagacji sztucznych replikonéw opartych na oriA
w komorkach E. coli. W przypadku wirusa, brak aktywnosci DnaA wptywa na sposob
replikacji jego DNA. W mojej pracy wykazatam, ze DnaA — w zalezno$ci od stezenia
— aktywuje lub hamuje transkrypcje z promotora pr. Niezbedne jest w tym celu
kooperatywne wigzanie DnaA do dwaoch niekanonicznych sekwencji potozonych 5 i
ok. 200 pz ponizej miejsca startu transkrypcji. Aktywacja zachodzi na drodze
wzmacniania powinowactwa polimerazy RNA do sekwencji promotorowej oraz
utatwiania opuszczania promotora. Wyniki te zostaty opublikowane w pismie Journal
of Biological Chemistry (Glinkowska i wsp. 2003). Czes¢é danych opisanych w tym
artykule uzyskatam we wspétpracy z laboratorium Prof. Waltera Messera z Max
Planck Institute for Molecular Genetics w Berlinie. Prof. Messer byt wowczas jednym
z wiodacych ekspertéw w tematyce regulacji replikacji DNA E. coli. Odbytam w jego
laboratorium trzy staze o tgcznej dtugosci 9 miesiecy, podczas ktérych nauczytam sie
wielu biochemicznych metod przydatnych w badaniu biatek wigzacych sie do DNA.

W ramach mojej pracy doktorskiej uzyskatam rowniez wyniki wskazujace, ze
czesto wykorzystywany wowczas w badaniach wariant biatka DnaA46, zawierajacy
zmiany w konserwowanej domenie wigzgcej ATP, jest niezdolny do aktywacii
promotora pr i stabiej konkuruje z fagowym biatkiem P o helikaze DnaB. Skutkuje to
niezdolnoscig plazmidéw zawierajacych oriA do replikacji w szczepach dnaA46.
Whyniki te zostaty opublikowane w Microbiology (SGM) (Glinkowska i wsp., 2001).

W czasie studiéw doktoranckich uczestniczytam réwniez w badaniu mechanizmu
toksycznego wplywu fagowego biatka Cll na komorki E. coli. Wyniki tych badan,
Swiadczgce, ze czynnik ftranskrypcyjny CIl faga A hamuje replikacie DNA
gospodarza, zostaty przedstawione w publikacji, ktéra ukazata sie na tamach
Virology (Kedzierska i wsp. 2003).

Za osiggniecia w czasie studidow doktoranckich zostatam dwukrotnie
uhonorowana stypendium dla miodych naukowcéw Fundacji na Rzecz Nauki
Polskiej w 2004 i 2005 r.

W 2007 r. otrzymatam swoj pierwszy indywidualny grant badawczy, finansowany
przez MNiSW, dotyczacy mechanizmu aktywacji transkrypcyjnej orik. Wyniki
otrzymane w ramach realizacji tego projektu staly sie podstawa dwoch publikacii,
ktore weszty w skitad przedstawionego do oceny osiggniecia i zostaty przedstawione
bardziej szczegdtowo powyzej. Rezultatem realizacji tego projektu byta rowniez
rozprawa doktorska dr Anny Szambowskie], ktora jest wspotautorem wspomnianych
prac. Niestety, 6wczesnie obowigzujgce przepisy nie przewidywaty funkcji promotora
pomochiczego.
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W tym samym roku wspétpracowatam réwniez przy uzyskaniu wynikéw do pracy
(Narajczyk i wsp., 2007), wyjasniajacej udziat negatywnego regulatora replikacji DNA
gospodarza — SegA w cyklu litycznym faga A. W tej pracy wykazalismy, ze wptyw
SegA na replikacje faga A nie jest bezposrednio zwigzany z ori), lecz z modulacja
aktywnosci promotora pr.

W czasie trwania grantu uczestniczylam réwniez, we wspoipracy z dr hab.
Marcinem tosiem z Katedry Biologii Molekularnej UG, w wyja$nieniu roli czynnika
transkrypcyjnego OxyR w utrzymywaniu i indukgji profaga A. Wykonane przeze mnie
doswiadczenia pozwolity stwierdzi¢, ze biatko OxyR, regulator odpowiedzi na stres
oksydacyjny gospodarza, wigze sie w rejonie promotora pm. Promotor ten zawiaduje
syntezg mMRNA gtéwnego represora genéw faga — Cl. Oddziatywanie OxyR z
promotorem pm wywiera wptyw na wigzanie represora Cl w rejonie nachodzacych na
siebie i przeciwnie skierowanych pmi pr. Tym samym — OxyR oddziatuje zaréwno na
autoregulacje pm przez Cl jak i represje pr, wzmacniajac jg i hamujgc indukcje
profaga podczas stresu oksydacyjnego. Wyniki te sg istotne w zrozumieniu biologii
enterotoksycznych szczepow E. coli, ktérych odpowiedzialne za patogeneze toksyny
Shiga, sg kodowane na profagach lambdoidalnych, za$ ich efektywna produkcja
zachodzi wytgcznie po indukcji profaga. Szczepy te réwniez zawierajg
konserwowang sekwencje wigzgcg OxyR w obrebie promotora pm. Dane te zostaty
opublikowane w Archives of Microbiology (Glinkowska i wsp., 2010)

Po zakonczeniu projektu badawczego dotyczacego aktywacii transkrypcyjnej oril
odbytam staz podoktorski w grupie Prof. Georgiego Muskhelishviliego w Jacobs
University Bremen (Niemcy). Efektem pobytu w tej grupie badawczej byla praca
wchodzaca w sktad przedstawionego do oceny osiggniecia i opisana bardziej
szczegotowo powyzej.

W 2013 r. moje dotychczasowe doswiadczenie w badaniu powigzan pomiedzy
transkrypcja i replikacjg DNA zostalo wykorzystane do stworzenia, wspdlnie z
czlonkami zespotu Prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna, pracy przegladowej
dotyczacej regulacji replikacji DNA. Zostata ona opublikowana w Microbial Cell
Factories (Barariska i wsp., 2013).

W latach 2014 i 2018 otrzymatam finansowanie dwéch grantéw badawczych,
dotyczacych powigzan replikacji DNA E. coli z innymi procesami komérkowymi, co
bardziej rozlegle opisatam w podrozdziale dotyczacym planéw badawczych. W
ramach projektu z 2014 r. powstaty wyniki, ktére pod koniec 2019, lub w pierwsze;
potowie 2020 roku stang sie podstawg rozprawy doktorskiej mgr Joanny Morcinek-
Ortowskiej. W tym przewodzie bede promotorem pomocniczym lub promotorem, w
zaleznos$ci od wynikéw postepowania o nadanie stopnia dr habilitowanego.

Dydaktyka i popularyzacja nauki

W latach 2003-2018 bytam promotorem 5§ prac magisterskich i 5 licencjackich.
Obecnie rowniez mam pod opiekg 2 studentéw studiow | stopnia i 2 Il stopnia. Jako
promotor staram sie zacheci¢ studentow do aktywnego uczestnictwa w projektach
naukowych i wniesienia indywidualnego wkiadu w ich rozwo6j. Takie podejscie
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zaowocowato znalezieniem sie mojego magistranta, obecnie dr Pawta Olszewskiego,
na pierwszym miejscu wsrod wspoétautoréw pracy opublikowanej w 2014 r. w Nucleic
Acids Research (Olszewski i wsp., 2014). Jedna ze studentek, konczacych w tym
roku akademickim prace magisterskg pod moim kierunkiem, jest wspétautorka pracy
bedacej obecnie w rewizji w Nature Communications oraz pracy przeglgdowej, ktéra
ukazata sie niedawno w Acta Biochimica Polonica. Ponadto, zostata wspétlaureatkg
nagrody za najlepszy poster zaprezentowany podczas Central European Genome
Stability and Dynamics Meeting, ktory odbyt sie w 2018 r w Warszawie.

W czasie wykonywania prac, ktére staty sie podstawa niniejszego wniosku
sprawowatam rowniez opieke nad trzema doktorantkami. Pierwsza z nich, dr Anna
Szambowska uzyskata stopieni doktora w 2008 r na podstawie rozprawy przedtozonej
Radzie Instytutu Biologii UG pt. ,Rola transkrypcji i kompleksdw nukleoproteinowych
w regulacji inicjacji replikacji bakteriofaga A i plazmidow L. Jest ona réwniez
wspoétautorkg dwoch prac opublikowanych w Nucleic Acids Research, w ktérych
jestem autorem korespondujgcym. Ponadto, bytam opiekunem naukowym mgr inz.
Joanny Tymeckiej-Mulik, ktéra jest pierwszg autorkg pracy opublikowanej w PLoS
One (Tymecka-Mulik i wsp., 2017), wchodzacej w sktad przedtozonego do oceny
osiggniecia. Jej rozprawa doktorska powinna niedfugo zostac przedtozona do oceny
Radzie Wydziatu Biologii UG. Obecnie jestem réwniez promotorem pomocniczym w
przewodzie doktorskim mgr Joanny Morcinek-Ortowskiej, ktéra byta wykonawcg i
stypendystkg w kierowanym przeze mnie projekcie. Spodziewany czas ztozenia jej
rozprawy doktorskigj to koniec 2019 lub pierwsza potowa 2020 r.

Do moich osiagnie¢ zwigzanych z dydaktykg nalezy réwniez zaliczy¢
przewodniczenie zespotowi, tworzgcemu nowy kierunek studiow Genetyka i biologia
eksperymentaina (GIiBE) na Wydziale Biologii UG. Kierunek ten nalezat do
najchetniej wybieranych przez kandydatéw na studia na UG podczas rekrutacji w
2018 r. Za te prace otrzymatam nagrode zespotowg JM Rektora UG. W pracy
dydaktycznej kieruje sie kilkoma priorytetami: wyksztatceniem u studentoéw zdolnosci
do identyfikowania waznych wspétczesnie probleméw i pytan naukowych,
rozwijaniem zdolno$ci ich rozwigzywania oraz postugiwania sie w tym celu
nowoczesnymi metodami i podejsciami badawczymi. Program kierunku GiBE,
wspoftworzony z Wydziatem Zarzadzania UG miat odzwierciedlac te wizje oraz
przygotowa¢ studentdéw do wdrazania zdobyte] wiedzy 1 umigjetnosci |
wspoftworzenia innowacyjnej gospodarki.

W okresie po uzyskaniu stopnia doktora pomagatam 4 uczniom przygotowac
prace badawcza, niezbedng do udziatu w olimpiadzie biologicznej. Trzech z nich
zostato laureatami olimpiady na szczeblu krajowym, za$ jedna z prac (autor:
Krzysztof Sroka) uzyskata wyréznienie. Pomogtam réwniez w przygotowaniu pracy
Aleksandra Golla, ucznia | LO w Gdyni, na konkurs E(x)plory. Praca znalazia sie w
krajowym finale konkursu.

Ponadto, dwukrotnie (2015 i 2016 r) bratam udziat w prezentacji naukowych
zainteresowan Katedry Biologii Molekularnej UG podczas Targow Akademia.
Aktywnie wspieram réwniez uczestnictwo studentéw i doktorantéw bedacych pod
mojg opiekg w dziatalnosci popularyzujgcej nauke, np. uczestnictwie w Battyckim
Festiwalu Nauki i Nocy Biologéw. Moja doktorantka mgr Joanna Morcinek-Ortowska,
zostata laureatkg Kuzni Mtodych Talentow Akademii Miodych Uczonych PAN, ktora
odbyta sie 18-21.09.2018, w Jabtonnej. Zajeta tam Il miejsce za prezentacje
zatytutowang "Na tropie posrednikow, czyli powigzania miedzy replikacja DNA a
metabolizmem komorki bakteryjnej". Wraz z mgr Joanna Morcinek-Ortowska
dotgczytysmy w 2018 r do grona Rzecznikéw Nauki na UG.
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