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2. Posiadane dyplomy. stoprie nawkowe — = Podaniem nazwy, miefsca i roku ich uzyskania

oraz btuli rozprawy dokiorskief

Magister biologii w zakresie biologii molekularnej, 1 985,

Wydzial Biologii Uniwersyvtetu Warszawskiego,

Praca magisterska pt.: Charakterystyka korica 3° genu kedujacego karbamoilotransferaze
amitynowa Aspergiliug niduians™.

Promotor: prof. dr hab. Piotr Weglenski.

Doktor nauk biologicznyeh w zakresic Genetyki, 1995, Wydzial Biologii Uniwersytetu
Warszawskiegao,

Rozprawa doktorska pr.:  Klonowanie i charakterystyka genu afad, kadujacego
transaminaze omitynowa Aspergillus nidulans”.

Promotor: prof. dr hab. Piotr Wegleriski (Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski)
Recenzenci: prof. dr hab. Andrzej Jerzmanowski ( Wydzial Biologii. Uniwersytet

Warszawski) oraz prof. dr hab. Andrzej Paszewski {Instyunt Biochemii i Biotizvki, PAN).
3. Informacie o dotychezasowym zatrudnientu w fednostkach raukowych

Aktualne zatrudnienic
Docent - Instytut Genetyki i Biotechnologii, Wydzial Biologii, Uniwersytet Warszawski
Asystent - Instytut Biochemii i Biofizyki PAN (IBB PAN)

Dotvehezasowe zatrudnienie

I980-1985 - studia magisterskie na Wydziale Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego

[985-1995 - asystent i starszy asystent w Zakladzie Genetyki, Wydzialu Biologii,
Uniwersytetu Warszawskiego

1993- 2010 - adiunkt w Zakladzie Genetyki / Instytucie Genetyki i Biotechnologii,

Wydzialu Biologii, Uniwersytetu Warszawskiego
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od 2010 - docent - Instytut Genetyki i Biotechnologii, Wydzialu Biologii, Uniwersytetu
Warszawskiego

1995 - 2008 - adiunkt w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN (IBB PAN)

od 2008 - asystent w Instytucie Biochemii i Biofizvki PAN (IBB PAN)

4. Wikazamie osiggnipcia wynikajgeego z arl. 16 ust. 2 ustawy = dria 14 marca 2003 roku
o stopmiach naukewyeh §bitule naukowym oraz o stopriach § niule w zakresie sztuki (D=,

L), nr 63, poz. 595 2¢ 2m.)

Osiggnigeic naukowe stanowia cztery publikacje. We wszystkich tyeh publikacjach
opracowalam koncepeje pracy, zaplanowalam eksperymenty, wykonalam ich istotng czest
| opickowalam si¢ studentami lub doktorantami, ktorzy ze mng pracowali, We wszystkich
tvch publikacjach bytam autorem lub wspitautorem korespondujgcym. W przypadku
publikacji Macios i wsp., 2012 bylam réwniez kierownikiem grantu, 2 kidrego

finansowane byly opublikowane badania.

a) Tyiud esiggniceia nawkowegn

Transkrypeyjne i post-transkrypeyjne systemy regulacji ekspresji gendw o

modelowego greyba strzepkowego Aspergillus nidulans

k) Publikacie wehodzgee w skiad osiggnigcia naukowego = wwzglednieniem
inchwidualnego wdzialu wrioskodawey

fhaple praw wolradsgeyeh w sklod prigeripeia naukowege zamicszczons w Falgeznibn 5

1. Dzikowska A., Kacprzak M., Tomecki R., Koper M., Scazzocchio C., Weglenski P.
{2003) Specific induction and carbon/nitrogen repression of arginine catebolism gene
of Aspergilius nidulans — functional analysis of the e/ad promoter. Fungal Genetics
and Biology, 38,175-186.

[Fanna - 2, 746; 1Fsi0s - 3,2315 punktacja MNISW - 38; liczba cytowan (wg barzy Web of Science) - 28

Maj wkiad ocentam na 85%. Autor - iny.

* Upracowanie koncepeji pracy i zaplanowanie eksperymentdw.
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«  Wykonanie wickszodci eksperymentdw (mutageneza in vitre, otrzymanie i analiza
transformantow TA3, T/C2/ TA3+4 | T/AS (Tab. 1) analiza mutantdw credl |
areB403/90] (Tab,3); analiza supresji prolinowej (Fig. 2B)

o Opicka nad trojka magistrantow (M. Kacprzak, M. Koper, R. Tomecki), ktorzy
wykonali pozostala eksperymentalng cegse pracy.

o  Analiza i interpretacja wynikdw badad,  przygotowanie manuskryptu oraz
wszvstkich ryein | tabel, odpowied# na uwagi recenzentéw, przeprowadzenie

konsultacji z pozostalymi wspalautorami

2. Olszewska, A, Krol, K., Weglenski, P, Dzikowska, A. (2007) Arginine catabolism in
Aspergillus nidulans is regulated by the rrmd gene coding for the RNA - binding
protein. Fungal Genetics and Biology 44:1285-97.

IFasir - 3A25: [Fspan = 3.231: punkiacja MNiSW- 35; liczba cytowan (wi bazy Web of Science) - {1

Maj wklad oceniam na -70%. Autor korespondencyiny.

» Opracowanie koncepe]i pracy i zaplanowanie eksperymentow,

«  Wykonanie czgfel eksperymentow (analiza genetyczna i enzymatyczna mutantow
prmA © (Fig.2 i 3); analiza transkrypeji gendw agad i oiad w mutancie rrod
{Fig.7).

« Opieka nad dwoma doktorantkami (A. Olszewska i K. Krol), kidre wykonaly
pozostata eksperymentalng czgs pracy.

» Analiza i interpretacja wynikéw badan, przyeotowanie manuskryptu oraz
wszystkich rycin i tabel. odpowiedZ na uwagi recenzentdw, przeprowadzenie

konsultacji z pozostatymi wspolautorami

3, Macios M, Caddick M. Weglenski P, Scazzocchio C, Dzikowska A (2012) The GATA
factors AREA and AREB negatively regulate arginine catabolism in Aspergilius
nidulans in response to nitrogen and carbon source, Fungal Genetics and Biology
49:189-198,

[Faer- 3,263 |F i - 3,231; punktacja MNISW-35; liczha cytowali (wg bazy Web of Stience) - 10

Mdj wklad oceniam na - 85%. Autor korespondencyiny.
¢ Opracowanie koncepe]i pracy i zaplanowanie eksperymentiw.

o Wykonanie ok. 50% cksperymentow (analiza transkrypeji genow agod i ofad w

szczepie dzikim (Fig.1); analiza mutantéw w genach ared i aref (Fig.3)
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otrzymanie podwéjnych mutantdw i analiza transkrypeji gendw agad 1 ofad w
czesci pojedynezych i podwajnyeh mutantdw (Fig.2, Fig.4 i Fig.3).

Opieka (promotor pomogniczy) nad doktorantkg Marig Macios, kiora wykonala
pozostaly ekspervmentalng czgse pracy.

Analiza 1 interpretacia wynikow badaf, przygotowanie manuskryptu  oraz
wszystkich rycin i tabel, odpowiedz na wwagi recenzentdw, preeprowadzenic
kensultacji z pozostatymi wspolautorami

Napisanie projektu i kierowanie grantem MMNiSW/NCN {nr 0 1 75/B/PO1L2009/3T), 2

ktérego byly finansowane badania. Projekt zostal rezliczony pozytywnie.

4. Krol K. Morozov 1Y, Jones MG, Wyszomirski T, Weglenski P. Dzikowska A, Caddick

MX. (2013) RrmA regulates the stability of specific transcripts in response to both

n

itrogen source and oxidative stress” Molecular Microbiology §9:975-988.

IF_;;:E = 2240, |F1.||,-|:| - 4.3-‘-?-;, punkta.l:_ja mis“l_ﬂ.-;l - A8 {h"lNLE“I:qu. = 45}. ti\:?'hﬂ C}'tﬁwa.ﬂ [‘“',g, tlB.?"rl-'
Web of Science) -3

Publikacja ta zostala wykonana we wspdlpracy z grupa prof. Marka Caddick’a =
University of Liverpool, Udzial grupy polskiej i angielskiej w tej publikacji jest taki
sam (po 50% na kazdym etapie publikacii). Wraz z prof. Markiem Caddick’iem
jestemn wspolautorem korespondencyjnym wotej pracy. Praca Krol et al., zostala
omdwiona w ,Lab Times. News for the European Life Sciences™ 7 (30-31) 2013
{zatacznik nr 6)

M&j wkiad oceniam na - 30% (60% po stronie polskiej). Wspdlautor ko neyviny.

Opracowanic koncepeji pracy i zaplanowanie eksperymentiw w cagici dotvezace)
udzialu RrmA w regulacji ckspresji pendw aged i otad oraz wo stresie
oksvdacyjnym {czgs¢ 4.5 | & Wynikdw).
Wykonanic czgsci eksperymentow (analiza mutanta rrmdd - Fig, 4B).
Opicka nad doktorantka, Kinga Krol, ktora wykenala pozostaly eksperymentalna
CZRSC pracy.
Przygotowanie wszystkich danych do analizy statystyczne]
Przygotowanie czgsci rycin i tabel
Wraz z prof. Markiem Caddick’iem: analiza i interpretacja wynikdw badad,
preveotowanie manuskryptu, odpowiedzi na uwagi recenzentow, przeprowadzenie

konsultac)i z pozostalymi wspolautorami
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Oéwiadezenia wspdlautordw okreslajaee ich indywidualny whlad w powstanie

kazdej z powyzszych prac zamieszezono w Zalyezniku ne 7.

Sumarvezny wipdlezynnik oddzialywania czasopism, w ktorveh ukazaly sig
publikacje wehodzace w sklad osiagnigeia naukowego, zgodnie 2 rokiem opublikowania
— 1446

Liczha punikiéw MNiSW za publikacje wehodzace w sklad osiagnigeia naukowego,
zpodnie 7 rokiem opublikowania - 145

Liczba cytowan publikacji wehodzaeyeh w sklad csiagnigeia naukowego do dnia

zlozenia wniosku (wg bazy Web of Science / All Databases) — 58.

¢ Omdwienie celu nawkowego ww, prac i osiggrigtych wynikdw wraz 2 amawienien ich
ewentualnego wykorzystania

{pagribiang cxcionkg cyiowane sq publikacie. Kdryeh hobilifantka jest wsp plersitar k)

WSTEP

Grzyby strzgpkowe, zwane tez nitkowatymi, s znakomitymi organizmami
modelowymi do badania regulacji metabolizmu i jednoczednie sg waine z punktu widzenia
zastosowan w przemysle biotechnologicznym, produkeji zvwnosci i zdrowia czlowieka. 54
wyvkorzystywane do otrzymywania wielu waznych zwigzkow, jak antybiotyki, do
produkcji istotnych przemystowo enzymow i heterologicznej ckspresji biatek. Do grzybiw
strzepkowych naleza istotne patogeny zardwno roslinne, jak i ludzkie oraz zwierzgce.

Aspergillus nidulans jest vajlepszym organizmem modelowym do badania
regulacji metabolizmu u graybow strzgpkowyeh 1 jest najezgscie] wykorzystywany do
badaii nad regulacja ekspresji genéw u tych organizméw, zardwno w o badaniach
podstawowych, jak i aplikacyjnych zwigzanych z biotechnologia i medycyna, A
midulens jest jednym z pierwszych organizméw modelowych zastosowanych w badaniach
nad regulacjs ekspresii gendw u Eukaryote'. Od ponad 10 lat znana jest sekwencja genomu
tego grzyba’.Wazng zaleta tego organizmu modelowege sq bazy danych AspGD i
FungDB, gromadzace wszystkie dane pochodzace 2z analiz  genomicznych,

transkryptomicznych i proteomicznych ednosnie rodzaju A spergillus.
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Grzvby szvbko dostosowuja swoje procesy fizjologicene do zmicniajacego sig
stezenia | rodzaju skladnikow odeywezych, dostgpnych w srodowisku. Taka metaboliczna
Lelastycenode” jest mozliwa drighi Scisle] kontroli kataholizmu. poprzez wspdldzialanic
specyficznych systeméw regulacyjnych, aktywowanych przez specyficzne induktory, z
ogdlnymi systemami regulacyjnym, takim jak katabolicena represja weglowa |
metaboliczna  represja  azotowa. Regulacja  specyliczna umozliwia  wlaczenie
odpowiednich dla danego zwigzhu systemow pobierania i szlakdw katabolicznych. a
systemy ogdlne odpowiadaja za preferencyjne wykorzystanie najbardziej ekonomicznego
srodla wegla lub azotu, oraz umozliwiaia grzybom wykorzystanie réenych innyveh
rwigzkow w warunkach niedoboru Zrddel preferowanych. Tego typu systemy regulacyjne
u jednokomorkewych drozdzy Saccharomyces cerevisige, Znaczgco rdnig sie od
systemow grzybow strzgphowych.

Grzyby potrafia rowniez dostosowad si¢ do warunkOw  stresu, np. stresu
oksydacyjnego. uruchamiajac odpowiednie 4eiezki odpowiedsi na stres, prowadzace do
spowolnienia werostu'i globalnych zmian transkrvpeyjno/translacyjnych, kiore wplywaja
m.in. na metabolizm wegla i azotu®, W ogélnym zarysic mechanizmy te s4 podobne u
wszystkich grzybaw, jednak w szezegdlach roznig sig znaczgeo migdzy drozdzami a
arzybami stregpkowymi®’.

Systemy regulacii specyficanej u gropbiw strogpkowych

Ogélnie rzecz biorac, u grzybdw transkrypeja gendw  kodujacych  enzymy
specyficznego szlaku katabolicznego 1 odpowiednic biatka transportujace (permeazy), jest
indukowana tvlko w obecnodel specyficznego  induktora, Ktorym  w wiekszosci
preypadkaw jest substrat danege szlaku. Induktor aktywuje specyficzny dla danego szlaku
ceynnik transkrypeyiny. kwiry z kolei aktywuje ekspresjg odpowiednich gendw. Na
preyklad, aktywator PrnA A, midulans jest aktywowany przez proling i indukuje ekspresje
gendw kodujgeych enzymu szlaku katabolizmu proliny i permeaze proliny®, Wigkszosc
specyficnych  akiywatordw  transkrypeji u przvbow wigze DMNA poprzez domeng

dwujadrowego palca eynkowege (Zn2Cyse), kiora jest specyficzna tylko dla greybow.

Kataboliczna represja weglowa u grovbow stragpkowyeh
Glukoza jest preferowanym fridiem wegla dia grzybow strzepkowych, podobnie

jak dla innych organizméw. Gdy jest dosigpna W érodowisku (warunki represji

i
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weglowej), zablokowane jest pobicranie i wykorzystanie innych 2rodel wegla. U 1.
midhlans ghownym czynnikiem zaangazowanym w kataboliczng represje weglows jest
represor CreA, zawierajacy domeng wigzgey DNA typu paleca cynkowego C2ZH2, kijra
wigze sekwencje SYGGRG®. W obecnosci glukozy CreA hamuje ekspresje gendw
zwiazanveh 2 pobieraniem i katabolizmem innych rwiazkbw wegla, Aktywnosé CreA jest
prawdopodabnie regulowana przez ubikwitynacjis/ deubikwitynacje, w ktorej biora udzial
CreB, CreC i CreD. jednak mechanizm tego procesu nie jest znany™ . Transkrypeja genu
cred nie jest regulowana przez represor CreA, a akiywnosé CreA nie jest regulowana an
na poriomie transportu do jadra, ani na poziomie degradacii hialka". Podobne
mechanizmy represji weglowej, tacznie z ortologami CreA, znaleziono rowniez u innych
erevhiow  strzgpkowyeh, takich jak istotne biotechnologicznie  Aspergillus  niger 1
Penicilium chrysagenum, patogeny roslin Magnaporthe grisea | Fusarium Sujikurod oraz

1314

ludzki patogen Aspergilius fumigatus

Metaboliczna represja azotowa u griybiw strzgpkowych

Preferowanym #rddlem azotu dla grzybdw strzepkowych sg jony amonowe oraz
elutamina. Ich obecnosé w podlozu (warunki represji azotowej) hamuje pobieranie |
wvkorzystanie innych #rddel azot. System metaboliczne) represji azotowej moduluje
ckspresjg gendw zwiazanych z pobieraniem i katabolizmem alternatywnyeh Zrodet azotu,
co prowadzi do ich ekspresji tylko w warunkach braku glutaminy i jondw amenowych w
srodowisku (warunki derepresji azotowej). Glownym regulatorem azotowym u A
nidulans jest czynnik transkrypeyjny AreA, akiywator ogolny 2 rodziny GATA.
aktvwujacy ekspresjg wielu gendw zwigzanych z metabolizmem azotowym. Zawiera on
wigrgea DNA domeng GATA (palec cynkowy typu Cys2Cys2) i wigze schwencjg
HGATAR'S. AreA moze bezposrednio aktywowaé transkrypeje gendw docelowych,
kedujacveh enzvmy kataboliczne 1 odpowiednie permeazy, maze uczestniczyd w procesie
remodelowania chromatyny, zwigkszaé acetylacje histondw i bezposrednio stymulowac
wigzanie aktywatora specyficznego '™,

Aktvwnos¢  AreA jest regulowana na kilku poziomach. Aktywnosé  AreA
hamowana jest przez oddzialywanie z korepresorem NmrA. W odpowiedzi na glutaming
|ub jony amonowe, NmrA wiazg si¢ 2 palcem cynkowym oraz 2 silnie konserwowanym C
- koficem AreA. uniemoiliwiajac jego oddziatywanic 2 DNA'. Delecja C-kofica ArcA

lub delecja genu mmird prowadza do derepresji wielu genow zwiazanych z katabolizmem
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swiazkow azotowych. Aktywnodé AreA jest rowniez modulowana przez oddzialywanic z
koaktywatorem TamA® 2,

Aktywnosé AreA jest dodatkowo kontrolowana na poziomie akumulacii bialka w
jgdrze. W warunkach glodu azotowego, ady zadne #rodlo azotu nie jest dostgpne, AreA
jest promadzone w jadrze Komorkowym. Natomiast po dodaniu  do  poiywki
preferowanego #rodla azotu lub w warunkach glodu weglowego, AreA jest eksporiowane z
jadra do cytoplazmy®®*, Regulowany proces lokalizacji jadrowej zaobserwowano rownie:
w prevpadku Ared z F. fujicuroi®,

Podobne mechanizmy represji azotowej, lgcznie z orologami AreA, #naleziono
rowniez u innych grzvbhow strzgpkowych, takich jak Newrospora crassa (MNit2), F.
chryzogenum (NRE), F. fijicuroi (Ared), istotny biotechnologicznie A. wiger, patogen
roslin M. grisea i ludzki patogen A fumiganes' %%, U F. fuficurel wykazano, 2e ArcA
bierze udzial nie tvlko w regulacji gendw 2wigzanych 2 katabolizmem azotu, ale rowniez
reguluje ckspresje gendw, ktdrych produkty uczestnicza w syntezie metabolitow widmych,

takich jak gibereliny™.

AreB, drugi czynnik GATA taangaZowany w represje azodowy u griyhow strzgpkowyeh
Drugim czynnikiem GATA biorgcym udzial w regulacji azotoweju A, midulans jest
czynnik AreB. Na N - koficu biatka znajduje sig domena GATA wiazgca DNA, ana C -
koficu domena dimeryzacyjna - suwak leucynowy. AreB  jest  homelogiem
zaangazowanveh w metabolizm azotowy, negatywnych regulatorow transkrvpeji # rodziny
GATA, takich jak Dal80p i Gzf3p zS. cerevisiaeczy NREB 2F. chrysogenum’®! . Gen aveB
koduje trzy warianty bialka AreB, wszystkic zawierajgce domeng GATA i domeng
dimeryzacyjng. Te ey warianty ArcB roznig sig na N-koficu, co wynika z alternatywnego
wycinania introndw, wykerzystania dwéch roznych promotorow | trzech rdznych kodondw

start {Rys.1).
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Rys. 1. Transkrypty | produkty translacji genu ared

Catery rone transkrypty avel (linie ciggle) pokazano razem 2 odpowiadajgeymi im produktami translacji
{ArcBa. P i v - prostokaty), przedstawionymi ponizej. Domena GATA — no oo, na nichicske - domeni
dimeryzacyjna. Miejsca startu translacii ATGIGTG —w owalach. Mutacje w areB zaznaczono nad sekwencja
genut=e 30,

Ekspresia genu areB jest regulowana przez #rodio azotn. Regulacja dwoch
promotordw tego genu jest rozna: ekspresja krolszego transkryptu (areBa) jest najwylsza
w warunkach derepresji azotowej (azotan jako #rodlo azotu), natomiast dwadiuzsze
transkrypty {areBf and areBy) sa wyrazane gléwnic w warunkach represji azotowej {jony
amonowe jako Zrodlo azetu). W regulacji tej moze bra¢ udzial jukis covnnik GATA,
poniewa: w obu promotorach are8 zidentyfikowano sekwencje GATAY.

U F fujicuroi wykazano, ze AreB, podobnie jak AreA, gromadzi sig w jadrze w
warunkach glodu azotowego. U tego greyba, obydwa te czynniki GATA wykazuj
podobng lokalizacje w wigkszosel testowanych warunkow: w warunkach glodu azolowego
sa zlokalizawane glownie w jadrze. a w warunkach repres)i azotowej - glownie w
cvtoplazmie, Wykazano rdwniez, ze warunkach glodu azotowego jedna z form ArcB
oddzialuje z AreA?s,

Posttranskrypeyina regulacia ekspresji gendw.

loéé czasteczek transkryptu, ktore mogg braé udzial w procesie translacji, zaledy
sardwno od tempa jego syntezy, jaki i degradacji. Regulacja stabilnosei transkryptu jest
efektywnym sposobem modulacji ekspresji genu na poziomie posttranskrypeyjnym, w

odpowiedzi na svgnaly ze srodowiska. Wykazano, ie stabilnodé wiclu mRNA zmienia sig

Q
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rraczaco w odpowiedzi na specyficzne sygnaly oraz zc tempo degradacji rdZnych grup
transkryptéw moze byé regulowane przez specyficzne bislka wiazqee RNA, Wiekszose
cukariotycznych mRNA  jest chroniona przed  dzialaniem egrorybonukleaz  dzighi
obecnodel struktury czapeczki na 5° kotcu | ogona polifA) na 3° koneu, ktare oddzialuja =
kompleksem wigzgcym czapeczkg (CBC) lub biatkami wigzacymi poly(A) (PABS).
Degradacia mRNA najezgdciej rozpoczyna sig od deadenylacji, czyli skrocenia ogona
poli{A) przez deadenylazy. Nastgpnie usuwana jest czapeczka i RNA jest degradowany w
kierunku 5'—3° preez egzonukleaze Xenl lub w kierunku 3°—37 przez cgzosom i
kompleks SKI*. Transkrypty roznig sig migdzy soba tempem degradacii, a kontrola tego
procesu jest kluczowa dla regulacji ekspresji genow na poziomie posttranskrypeyjnym. U
A nidulans za deadenylacje transkryptow w cytoplazmie odpowiada gléwnie kompleks
Copd/Cafl/Not. Cerd bierze udzial w podstawowym procesie degradacji, natomiast Cafl
przyspiesza rozpad transkryptow w odpowiedzi na specyficene svgnaty™.

Wykazano, ze aktywnodé AreA, glownego regulatora azotowego u 4. nigwlans jest
modulowana positranskrypeyjnic w odpowiedzi na rodza) | dostepnosé zrodla azotu,
Tempo degradacyi mRNA ared zalezy od #ridla azotu — transkrypt jest niestabilny w
obecnodel glutaminy, Wykazano, ze zalezy to od rejonu w 3'UTR transkryptu |
deadenylazy Cafl 7.

Geny katabolizmu argininy — model do badania specyficonyeh i ogdlnych systemdw
regulacyjnyveh u A. nidulans

U A nidulans wykorzystanie argininy, jako Zrodla azotu i wegla, zalezy od
aktywnosci i indukowalnodei dwoch enzymow katabolicznych, arginazy i aminotranserazy
ornitynowej (OAT), kodowanych precz geny agad i orad, Ekspresja obydwu gendw jest
indukowana prrez egzogenna argining®®®, w czym posredniczy specyficzny aktywator
ArcA typu Zn2C6", Ekspresja agad i ofad zalezy rowniez od Zrodla wepla 1 azotu.
Wykazalismy, ze regulatory ogdle AreA 1 CreA wig#a sie 7 promotorem ofad in vitro®,
Wszystko to pokazuje. e geny katabolizmu argininy sy dobrym modelem do badania
interakeji miedzy roznymi systemami regulacyjnymi. Dodatkowymi zaletami tego systemu
sa proste metody oznaczania aktywnosci arginazy i OAT. a takze prosta metoda
identyfikacji potencjalnych genow regulatorowych poprzez poszukiwanie supresorow

auksotroficznych mutacji prolinowych®!,



Agnieszka Dirikeweska
Zalgeznik 2 (Aworeferar w jgzyku polsking

Glownym celem przedstawionych badan jest poglebienie wiedzy na temat
specyficenyeh i ogdlnyeh systemow regulacji u grzyhow stregphowych  oraz
srozumienie mechanizmow koordynujacych dzialanie tych systemow, zardwno na
poziomie transkrypeyinym, jak i posttranskrypeyjnym, Poczatkowo, badania byly
skoncentrowane na modelowych genach katabolizmu argininy, jednak ostatnio skupiamy

sig gldwnie na regulatorach ogdlnych.

TRANSKRYPCYJIJNE SYSTEMY REGULACY.INE
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Indukeja specyficzna gendw katabolizmu argininy

Jak juz wspomniano powyzej, arginina  specyficznie indukuje ekspresje genow
katabolizmu argininy, w czym posredniczy specyficzny aktywator ArcA. W promotorze
otad zidentyfikowalidmy rejon (12 nukleotydowe powtdrzenia typu Ldirectrepeats™),
odpowivdzialny za indukeje ekspresji przez argining (AnUAS.,). Delecja tego rejonu
prowadzi do braku indukcji OAT przez argining, zardwno w szcrepie arcd”, jak i w
szczepie z mutacja ared"47 typu nabycia funkcji, kodujaca super-aktywator. Wskazuje Lo,
¢ sekweneja AnUAS, g jest potencjalnym miejscem wigzania A rcA'?,

Sekwencja AnUAS., jest bardzo podebna do sekwenc]iUAS S cerevisiae™,
odpowiedzialngj za indukcje przez argining i wigzanej przcz ArgRlIlp, aktywator typu
Zn2C6, dziatajacy w kompleksie z dwoma biatkami MADS (Memlp i ArgRlp) —
kembinatoryveznymi  regulatorami transkrypeji®®.  Zidentyfikowalismy gen memd A,

nidulans, ¢cDNA tego genu zostal sklonowany, zsekwencjonowany 1 zgloszony do bazy

GeneBank®®, Substytucja memAiae W domenie MADS MemA'" prowadzi do obnizenia
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Agnieszha Drikowska
Zalgeonik 2 (Auwtareforat w jgzyku polskim)

aktywnodci gendw katabolizmu argininy 1 jest epistatyczna w stosunku do allelu typu
nabycia funkcji arcA” 7 (dane niepublikowane). Wykazalismy rownieZ, Ze wyrazone w

E. coli i pezyszezone bialke MemA wigze sig 2 promotorami otad | agad in vitro**"

(dane
nicpublikowane). Wszystkie te dane wskazuja, Ze podobnie jak u 8 cerevisie, w procesie
indukcji przez argining ekspresji gendw ofad i aged bierze udzial kompleks
specyficznego aktywatora ArcA i transkrypeyjnego regulatora z rodziny MADS -

MemA. Obecnie prowadzimy badania interake]i migdzy ArcA i MemA.

Kataboliczna represja weglowa gendw katabolizmu argininy

Obecnosé glukozy w podlozu prowadzi do obnizenia zardwno podstawowego, jak i
indukowanego poriomu aktywnasci OAT, co sugeraje, ze ogdlny represor weglowy CreA
jest zaangazowany w regulacje genu ofad. Wykazalismy, z¢ dwie sekwencie docelowe w
promatorze otad wigzane przez Cred in vitro™, s réwnie funkejonalne in vivo'2, Delecje
lub mutacje punktowe w obrehic tych sekwencji, prowadzy do silng derepresji aktywnose
OAT, co pokazuje, ze CreA jest bezposrednio zaangazowane w represjge weglowg ofad

oraz #e CreA wplywa na obnizenie podstawowego poziomu ekspresji tego genu.

Metaboliczia represja azotowa gendw Katabolizmu argininy

Obecnosé jonéw amonowych w podlozu prowadzi do obnizenia indukowanego
poziomu aktywnosci OAT, co sugeruje, ze ogdlny aktywator azotowy AreA jest
zaangazowany w regulacje genu ofad. Wykazalismy, ze ArcA wiafe si¢ 2 promotorem
otad in vitro®, jednak mutacje sekwencji docelowych i analiza in vive nie potwierdzily tej
hipotezy, eo prawdopodobnie wynikalo ze specyfiki uzytego systemu transformacji |
celekeji®?, W tej samej publikacji pokazalidmy jednak, e inny, negatywnice dzialajacy
czynnik GATA (AreB) bierze udzial w represji azotowej ofad. ponicwai mutacje typu
utraty funkeji w genie areB prowadey do braku represji orad w obecnoscl jonow
amonowych. Geny katabolizmu argininy byly pierwszymi genami A. nidulfans, dla
ktorych wykazano, ze sq regulowane preez AreBY,

U F. fuficuroi wykazano, ze AreB, podobnie jak ArcA, bierze rowniez udzial w
regulacji gendw metabolizmu widrnego, m.in. gendw biosyntezy aiberelin, Co wiecej. u
tego grzyba AreB moze dzialaé zardwno jako represor, jak i aktywator transkrypcji.
Migdzvgatunkowa komplementacja wykazata, e nicktore funkeje AreB sq zac howane u F.

fugiceirai i A, nidulans, podezas gdy inne ewolucyjnie sig "rozeszhy .

12



Apniestka Dzikowshi
Zulgcznik 2 {Antoreferat w jgzvke palskim)

Dalsza analiza pojedynczych | podwojnych mutantéw w genach ared i areB
wykazata, ze AreA i AreB, dwa czynniki transkrvpeyjne 2 rodziny GATA, negatywnie
reguluja ekspresje genow  katabelizmu argininy agadi ofad w warunkach represji
azotowej, gdy w podlozu obecne sg jony amonowe, Co wiecej, analiza ta pokazala, &c
funkeja tveh dwich regulatordw azotowych w regulacji genow katabolizmu argininy,
zaledy nie tylko od Zradla azotu, ale rowniez od zrodla wegla, AreA jest represorem
tvch gendw, w przeciwiefistwie do wigkszosci innych prevpadkdw, gdzie dziala jako
aktywator (patrz powyzej). AreA i AreB roznie odpowiadajg na #rodio wegla, W
warunkach represji weglowej (1% glukoza) gldwnym represorem azolowym gendw agad i
otaA jest AreA. natomiast w warunkach derepresji weglowej i limitujacego stezenia zridia
wegla (0.1% fruktoza), gldwnym regulatorem negatywnym tych genow jest AreB4.

Efekt ten nie zalezy od represora weglowego CreA. Czymnikiem lgczacym
regulacje azotowa z weglowa moze byé korepresor NmrA. Wykazalismy, ze
oddziatywanic NmrA z C — koficem AreA jest konieczne do represji azotowe] agad i
otadw obydwu testowanych warunkach weglowyeh®. Wykazano, ze NmrA wiagze
dinukleotydyniktotyno-amido-adeninowe | moze pelnic funkeje sensora red-ox, poniewa
formy utlenione (NAD+ i NADP+) sy wigzane preez to biatko preferencyjnie’ 2.
Wiadomo, ze trakeie procesu patogenezy roslin, homologi NmrA u M. griseq przekazuja
sygnal NADP do czynnikéw GATAS. Dlatego proponujemy, e u A nidlany NmrA
moie bra¢ udzial w modulacji aktywnodel AreA i AreB, w odpowiedzi na zmieniajace sig
warunki wepglowe,

Model regulacji gendw katabolizmu  argininy przedstawiono na  Rys. 2.
Podsumowujge, transkrypeja gendw aged 1 otad jest indukowana przez argining, w czym
podredniczy specyficeny aktywator ArcA. dziatajgcy w kompleksie & czynnikiem
transkrypeyjnym 2 rodziny MADS — MemA., W katabolicznej represji weglowe] alad,
prevnajmnicj czgciowo podredniczy glowny regulator ogalny CreA, jednak nie dotyczy to
najprawdopodobnicj agad. W warunkach glodzenia azotowego i/lub weglowego, ekspresja
gendw katabolizmu argininy jest negatywnie regulowana przez kompleks suF/AniA™,
kidry prawdopodobnie jest regulowany przez AreA. Represja azotowa gendw katabolizmu
argininy zalezy od czynnikéw GATA AreA | AreB, oraz korepresora NmrA. W tym
przypadku, AreA i AreB aktywnie hamujy transkrypejg i roznie odpowiadajg na Zrbdlo
wegla, w procesie niczaleznym od CreA. Jedng =z mozliwosei, jest przekazywanie

sygnatow o statusie weglowym komérki przez NmrA do AreA i AreB.
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Zalgezmik 2 (Autoreferat w jezvkn polsiim)
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Rys.2. Model regulacii ekspresii gendw agad i otad u A riclulans.
Micjsca winzanla czyonikow wranskrypeyjnych preedstawiono w ramkach, a czynniki transkrypeyne w

owalach. Strzatki - pozytywne (+) 1 negatywne (-) interakcje regulacyjne. Linie praerywane i znak zapytonia

-

— potencjalne  meshanizamy regulacyjne  lub imerakcje migdzy  biatkami. - UreA  uczestniczy

prawdspadobnie tylko w katabolicane] represji weglowe] genu A e,

Aktualnie prowadzone badania

Gléwnvm  celem  akiualnie  prowadzonych  badan  (grant NCN
nr2014/15/B/MNZ3/02396) jest poglebicnie wiedzy na temat azotowych | weglowych
systemow regulacii ogdlnej u grzybow strzgpkowych, oraz zrozumienic mechanizmow
koordynujacych dzialanie tych systemdw i ich powigzania z odpowiedzia na stres
oksydacyjny.

1. Lokalizacja AreB i AreA. Badania lokalizacji AreB i ArcA u patogena roslin F,
Jujicurai wykazaly, #e obydwa te ceynniki GATA wykazujy podobna lokalizacje w
wickszodei testowanych warunkéw?®. Badania te nie braly jednak pod uwage warunkow
weglowveh i nie rozroznialy dobrze rdznych form AreB, Wykonamy badania u 4. nidulans
okreflajace lokalizacjs w komdree AreA i trzech wariantow AreB, w zaleznosci od
warunkdw azotowo - weglowych,

Crzymalismy juz szezep wyrazajgey fuzie ArcBp z T-Sapphire (odmiana GFP)
oraz fuzje histonu H1 z RFP, co umozliwia potwierdzenie lokalizacji jadrowej.
Wykazalidmy, #e na glukozie i/lub jonach amonowych AreBfi znajduje sig glownic w

jadrze, a warunkach glodu weglowego lub azotowego, glownie w cytoplazmie (Macios i
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Dzikowska, dane nicpublikowane). Otrzymamy analogiczne szczepy dla AreBa i AreBy,
oraz szezep wyrazajacy fuzje AreA =z GFF, i prezeprowadzimy szezegolows analizg
lokalizacji badanych bialek w zalernosei od irddla wegla 1 azotu. Zbadamy, czy
lokalizacja trzech form AreB jest taka sama; czy i w jaki sposob zalezy ona od warunkow
weglowo-azotowych oraz czy lokalizacja ArcA i ArcB jest taka sama we wszystkich
testowanych warunkach.

2. Oddziabvwanie AreB z AreA. Aby wykazac, czy i w jakich warunkach AreA i
AreB oddzialuja ze soba u A. widulans, Zastosujemy oparty na bialku YFP system BiFC
(ang. Bimolccular (uorescence complementation), wykorzystany przez  naszych
wspdlpracownikéw do analogicznych badai w £ fuficuro®®. Wykazalismy juz, ze
podobnie jak w F. figicurol, v A nidulans AreBP nic oddzialuje z AreA w Zadnych
badanych warunkach (Macios i Dzikowska, dane niepublikowane). Przeprowadzimy taka
samg analize BIFC dla AreBu i AreBy w roznych warunkach weglowo azotowyeh,
Zhadamy, czy roine formy AreB roznie oddzialujg  AreA; czy i w jaki sposob zalely to
od #rodia wegla i azotu; oraz czy te interakeje sq takie same, jak u patogena rodlin F.
fujicuror,

3. Identylikacja bialek oddzialujgeyeh z AreB. Aby zidentyfikowad bialka
oddzislujace z AreB wykonamy analizg proteomiczng opisanych powyze] szczepow
wyrazajacych fuzig AreB z T-Sapphire hodowanych w roznych warunkach wgglowo-
azotowych, Powstajace in vive kompleksy bedg izolowane przy uzyciu odpowiednich
przeciweial anty-T-Sapphire, a biatka identyfikowane przy pomocy analizy MasSpec.,
Wykonalismy juz taka czesciows analizg dla szczepu AreB [ T-Sapphire, ktora pokazala,
ze ArcBf oddzislyje 2 kompleksem CAAT (ogdlnym  regulatorem transkeypeji.
dzialajacym zardwno jako akiywator, jak i represor) oraz Kilkoma kinazami i fosfatwrs, co
sugeruje fosforvlacie AreB, ktora moze by¢ elementem sciczki przekazywania sygnatu do
tego czynnika transkrypeyjnego™  (dane niepublikowane). Wykonany  analogiczna,
kompletng analize proteomiczng dla trzech form AreB, ktdora pokaze, czy trzy formy ArcB
oddzialuja = takimi samymi bialkami i czy te interakcje zalezg od warunkow
weglowo/azotowych.

4. Identyfikacja promotordw regulowanych preez AreB. W ramach
srealizowanego projektu (,Preludium™ dia dokiorantki Maris Macios) wykonali$my analizg
transkryptomiczng (RNA-Seq) deletanta areff | szezepu dzikiego, hodowanych w rdznych

warunkach weglowo-azotowyeh. Analiza transkryptomiczna zostala wykonana praez
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Centre for Genomic Research (CGR), Uniwersytetu w Liverpool, we wspdlipracy z prof.
Markiem Caddick’iem z Institute of Integrative Biology, Uniwersytetu w Liverpool.
Zidentyfikowalismy wicle gendw, ktdrych poziom teanskrypeji obniza sig lub podwyzsza
w tym mutancie i zalezy to od Zrodla wegla i/lub azotu. Potwierdza to nasza hipotezeg, 2¢
AreB jest ogdlnym regulatorem azotowo/weglowym, Nalety jednak pamigtad, ze czgsd
tych efekiow ma charakier posredni. Aby zidentyfikowac promotory bezpodrednio
regulowane przez AreB, otrzymamy szezep A midulans wyrazajacy fuzjg ArcB ze
snacznikiem HA i wykonamy analizg typu ChiP-Seq {immunoprecypitacja chromatyny
polaczona z sckwencjonowaniem wysokoprzepustowym) z przybni hodowanej w rdEnych
warunkach azotowo/weglowyeh, Ta czgs¢ projekiu zostanie wykonana przez CGR, we
wspdlpracy z grupa prof. Marka Caddick'a.

5, Analiza genomiczna mutantiw oraz charakterystyka pendw sulF i anid.
Masze ostatnic badania sugeruja, ze w regulacji azotowo/weglowej genow katabolizmu
argininy u A. midulans bierze udzial jeszeze jeden niezidentyfikowany represor. Jest bardzo
prawdopodabne, ¢ jest on kodowany przez geny anid i suF. Zaproponowana, Ze produkty
tych gendw tworzg kompleks, ktory hamuje ekspresje pendw katabolizmu argininy w
warunkach represii weglowo/azotowej™. Jest bardzo prawdopodobne, #e jest o kolejny,
jeszeze niescharakieryzowany regulator ogolny. Aby potwierdzié t¢ hipotezg geny suf i
Anid rostana zidentyfikowane poprzez sckwencjonowanic genomdiw  odpowiednich
mutantow. Po zidentyfikowaniu gendw suf i anid zidentyfikujemy ich homologi u innych
organizméw, wykonamy delecje obu gendw i zanalizujemy fenotyp deletantow, co
pozwoli zrozumicé rolg tych gendw w regulacji azotowo / weglowej. Ta czesc projektu

zostanie wykonana przez CGR, we wspolpracy z grupa prof. Marka Caddick’a .

POSTTRANSKRYPCYJINE SYSTEMY REGULACY.INE
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Bl K, Morozov 1Y, Jones MG, Wyszomirski T, Weglenski P, Drikowska A *, Caddick MX *
(2013 RemA regulates the stability of specific franseripts in respense 10 bath nitrogen source and oxidative
stnesd” Molecular Microbiology 89:975-988

RrmA, regulator stabilnoscl transkryptiw w odpowicdzi na warnnki wgglowo-azofowe oras ma
stres oksydacyfny

Poszukujac genow biorgeych udzial w regulacji metabolizmu argininy/proliny,
zastosowalidmy mutageneze transpozonowa i zidentyfikowalismy gen remd, cDNA genu
zostal sklonowany, zsekwencjonowany i zgloszony do bazy danveh GeneBank™.
Zaproponowano, ze remA koduje biatke wigzace RNA, poniewaZ jego potencjalny produkt
zawiera trzy domeny RRM, typowe dla takich bislek. W mutancie rrmd: impala typu
utraty funkeji, poziomy transkeyptéw ored | agad sq znaczaco wyZsze niz w szczepie
dzikim. Wiadomo bylo réwniez, ze homologi RrmA innyech grevbiw biora udzial w
posttranskrypeyvingl  regulacji  ckspresji  specyficznych  gendw  poprzez  modulacje
stabilnodci ich wanskryptow, dlatege zaproponowalismy, z& RrmA bicrze udzial w
regulacji degradacji mRNA agad | otad. Plejotropowy charakter mutacji remd:impala
wskazywal, ze funkecjn RrmA nie jest ograniczona do regulacji gendw katabolizmu
argininy™".

Dalsze badania funkeji RrmA prowadziliSmy we wspolpracy z grupa Prot. Marka
Caddick’a z Institute of Integrative Biology, Uniwersytetu w Liverpool, ktora wykazala, ze
RrmaA wiaze 3'UTR mRNA ared in vitro i reguluje tempo jego deadenylacji i degradacji w
warunkach represji azotowe™®. Wrykorzystujae seczep wyrakajucy fuzje RemAnGFP
wykazalismy, ze RrmA jest zlokalizowane w cytoplazmie. RrmA reguluje rowniez
stabilnosé transkryptdw agad i etad w odpowiedzi na represje azotows, glodzenie azotowe
illub weglowe oraz na stres oksydacyjny. RrmA reguluje takie stabilnodd transkryptow
innych gendw w odpowiedzi na zmieniajgce sig warunki azotowe, W warunkach stresu
oksydacyjnego i glodzenia weglowego biatko to wplywa na proces powstawania cialek P
{ang. P bodies), o ktorych wiadoma, Ze biorg udzial w degradacji mRNA,

Homolegiem RrmA jest bialke Csxlp ze Schizosaccharamyces pombe, o kldrym
wiadomo, ze bierze udzial w regulacji odpowiedzi na stres oksvdacyjny, Dvsrupcja genu
C8X] prowadzi do destabilizacji transkryptu affd. kodujacego podstawowy czynnik
transkrypeyiny biorgey udzial w tym procesie®™. Podobnie, delecja genu rrmd podwyzsza
wrazliwosé A, midulans na stres oksydacyjny, ale mechanizm tego procesu jest inny,

poniewaz stabilnosé mRNA atfd nie zmienia sie w szczepie Arrmd. Jednak delecja ta
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destabilizuje transkrypty eifE i dhsd, co moge thumaczy¢ wrazliwost szezepu Arrmd na
stres oksydacyjny™®, poniewaz eifE koduje czynnik translacyjny elF5A, kuiry jest
posttranslacyjnic modyiikowany przez biatko DhsA i ktory bierze udzial w odpowiedzi na
streg®42,

Opisane powyze] dane wskaruja, ¢ RrmA jest elementem ogolnego systemu
regulujgcego stabilnodd rdinych transkryptéw w odpowiedzi na warunki weglowo /
azotowe oraz stres oksydaeyjny. Co ciekawe, w zaleznosci od warunkéw srodowiska
RrmA bierze udzial zardwno w procesach stabilizacji, jak i destabilizacji specyficznych
mRNA. Sugeruje to, ze w zaleznodci od transkryptu, RemA wspdlpracuje z rodnymi

czvnnikami.

Aktualnie prowadzone badania

Aby wyjasnié role RemA w procesie regulacji tempa degradacji mRNA, nalezy
zidentyfikowaé biatka, kidre z nim oddzialujg. Poszukujse powstajacych in vivo
kompleksiw bialkowwvch, w sklad kibrvch wchodzi RrmA, przeprowadzimy kompletna
analize szezepu  wyrazajacego  fuzjy  RemAnGEP,  hodowanego  w warunkach
represji/derepresji azotowej oraz w warunkach stresu oksydacyjnego. Powstajace in vivo
kompleksy beda izolowane przy uzyeiu odpowiednich przeciweial anty-GFP, a biatka
identyfikowane prey pomocy analizy MasSpec. Wstgpna analiza w warunkach represji
azotowej wykazata, ze RrmA oddzialuje z Lsm7" (dane niepublikowane). Wiadomo, e
kompleks bialek Lsmi-7 bierze udzial w degradacji mRNA, uczestniczy w odigczaniu
czapeezki i ochronie 3' konca transkryptu®. Otrzymane przez nas wyniki sugerujg, fe
RrmA mogloby regulowad tempo degradacji transkryptu poprzez oddzialywanie z

kompleksem Lsm1-7.

PODSUMOWANIE

Prezentowane winiki dotyeza transkrypeyjnych i post-transkrypeyjnych systemow
bioracych udzial w regulacii ekspresji gendw u modelowego grzyba strzgpkowego
Aspergillus nichidans. Wigkszoét opublikowanych badan odnosi sig do gendw katabalizmu
argininy, ktére sa dobrym modelem, gdyz ich ekspresja regulowana jest Zarowno priez

systemy specyficzne (indukcja przez argining), jak i ogdlne (represja weglowa i azotowal.
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Zaproponowalismy model transkeypeyjnej regulacji ekspresii tveh gendw oraz
wykazalismy, ze aktywnodc dwach glownwveh azotowych regulatordw transkrypeji u A,
midwlans, AreAd ArcB, zalezy od frodla wegla, Wyniki grupy prof, Marka Caddick’a 2
Uniwersytetu w Liverpool wykazaly, ze stabilnosc mRNA ared jest regulowana w
zaleznosci od Zrddla azotu, Wspdlnic wykazalismy. #e zalezy 1w od wiazacego RNA bialka
RrmA, ktdre reguluje stabilnodé rowniez innyeh transkryptow, w odpowiedzi na
mienigjgee sig w srodowisku zrodle wegla ilub azotu oraz na stres oksvdacyjny.
Opublikewane wyniki poglebily nasza widze, dotyczaca specyficznych i ogélnych
systemow regulacji ekspresji gendw u greybow strzgpkowych i s3 bardzo dobrym punktem
wyjscia do juz prowadzonych badan, dotycegeych mechanizmdw koordynacji systemdw
regulacji azotowej i weglowej oraz ich powigzania z procesami odpowiedzi na stres
oksydacyjny u tych organizméw. Zrozumienie molekularnyeh podstaw tych procesow
jestistotne, pdyvz maja one kluczowe znaczenie dla fizjologii komdrki, Wiedza ta jest
rdwniez nigzbgdna przy optymalizacji ekspresji gendw w przemysle
biotechnologicznym, a takie bedzie prowadzic do lepszego zrozumienia mechanizmdbw

patogenery grevhow,

3. Omowiente pozostafyeh osiggnigé naukowo-hadawezyeh

a) Pozostale asiggnigcia naukoweo - badaweze przed uzyskaniem stopnia doktora

Publikacje
fHnery Feferencll sgodne = meeracly wezgsel Blibdiograial

*autor kevespondencyiny

“Drikowska A, Weglenski P.(198%9) Enhancement of spergilfus nidwlans transformation by the
ariif sequence. Acta Microbiol Pol, 38 217-23,

“Dikowska A%, Le Caer IP, Jonczyk P, Weglenski P (1998} Purification of arginase from Aspergiflus
aiadlans. Acta Binchim Pal. £1: 467-71.

Pierwsze opublikowane wyniki moich badan mialy aspekt gléwnie metodyczny.
Wprowadzitam technike transformacii 4. midulans w Zakladzie Genetyki UW,
Opublikowane badania dotyczyly podniesienia wydajnoesei transformacji i kotransformacji
przy zastosowaniu autonomicznie replikujacej sie w drodzach sekwencji ans 1%, co mialo
istotne znaczenie dla podejmowanego w nastgpnych latach klonowania kolejnych gendw
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A. nidulans, Opracowalam rownicz metode czyszezenia arginazy z A nidulans®”,
Dysponujae czystym bialkiem, okreslilismy sekwencje kilku wewnetrznyeh peptyvdaw, co

stato sig punktem wyjscia do klonowania genu agad kodujacego arginaze®,

biPozostale osiggnigcia nawkowo - badaweze po uzvskaniu stopnia doktora

Publikacie
(o) referencyi sgodne o auwreraciy w ezpsel Bibliagrafia)
*autor korespondenciinge

FDrikowska A, Swisnewicz M, Talarczyk A, Wisniewska M, Goras M, Scazzocchio C, Weglenski P.
(1999} Clommg, characterisation and regulation of the ornithine transamingse (orad) gens of
Aspergiilns widhwlens, Curr Genet, 35 1 18=26,

*Borsuk P, Drikowska A, Empel J, Greelak A, Greeskowiak R, Weglenski P, {1999). Structure of the
arginase coding gens and its iranscript in Aspergiling nidhdans Acia BiochimPol. 46: 3%91-403.

**Szafron L, Jagielski T, Dzikowskn A*, (2009), MADS-box proteins - combinatorial transcriptional
regulniors in fungi, animals and plants, Pestepy Biochem, 5501 ):54=05, Review

*Michiclse C.B., A. Plannmiller, M. Macios, P. Rengers, A, Drikowska and Tudzynski B, (2014) The
interplay between the GATA transcription factors Ared, the global nitrogen regulator and AreB i
Frgarium fuiiferad, Molecular Microbiology 91:472-4493,

“Daikowska A*, Grzelak A, Gawlik ), Szewceyk E, Mrozek P, Borsuk P, Koper M, Empel 1, Szczesny P,
Fitsyk 5, Pekala M, Weglenski P. (20013 JKAEA (SUDPECY, a member of the ublguitous KEOPS/ERKC
protein complex, regulates the arginine catabolic pathway and the expression of several other genss in
Azpergillus midulovz ™, Giene 5733 10=300,

sgtoszenia do bagy danpoh GeneBank

*anior korespondencymye

“*Drikowska A%, Swianiewice M, Talarczyk A, Wisniewska M, Goras M and Weglenski P. (1999 Emericelia
aichiilons ornithing transaminase (odad) gene, complete ods. GeneBank Accesion Mo, 74303

*Drikowska A*, Walczuk B. and WeglenskiP. (2005} Emericella nidiians MCMA (memd) mRNA, complere
cds. GeneBank Accesion Mo, AYI57455

*(Mazewska A, Weglenski P, and Deikowska A*. (20071 Emericefla nidulans putative RNA binding protein
{rrmd) mENA, completecds. GeneBank Accesion Mo, DMMATI6
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W publikacji*®opisane zostaly wyniki. ktore weszly w sklad mojej pracy doktorskiej,
oraz wyniki badai, kidee prowadzilam juz pe dektoracie. Klonowanie i charakterystyka
genu ofad sa elementem doktoratu. W trakeie tych badan gen zostal sklonowany,
zsekwencjonowany i zgloszony do bazy GeneBank®. Po otrzymaniu stopnia doktora,
kontynuowalam badania dotyvezace regulac)i ekspresji gendw katabolizmu argininy u 4.
miclelamy. Opublikowane w omawiane] publikacji wyniki?®, dotyczace regulacji
transkrypeyinej genu orad i wigzania regulatordw AreA i CreA do promotora tego genu in
vitro, otrzymalam juz po doktoracie. Bralam rowniez udzial w klonowaniu genu agad. co
wraz # jego charaktervsivka i analiza transkrypeji zostalo przedstawione w publikacji®®.

Jestem wspdlautorka trzech zgloszen do bazy danyeh GeneBank. Pierwsze z nich
{otad® mialo micjsce jeszeze przed opublikowaniem sekwencji genomu A, nidulans, dwa
pozostale (cDNA memA i rrmA ) * < przed opublikowaniem sekwencji wszystkich
zidentyfikowanych cDNA A. ridulans.

W ramach badan nad rola regulatora AreB v greybow strzgphowych nawigzalam
wspdlprace z grupa prof. Bettiny Tudzynski z Westfiilische Wilhelms University,
zajmujaca sie regulacja azotowa u patogena roslin F. fificurod, Wyniki badan dotvezacych
wspoldziatania regulatorow AreA 1 AreB u tego greyba zostaly opublikowane we wspilne|
pracy?® i czgdciowo zostaly omdwione powyzej. Dzigki wspalpracy obydwu grup, stosujgc
metode komplementacji heterologicznej, zbadalismy, czy funkcja AreB u patogena roslin
F. fujicuroi | grevba saprofityeznego A. nidulans, jest zachowana ewolucyjnie, tzn, czy gen
z jednego grzyba komplementuje odpowiednia mutacje u drugiego grzyba. Wykazalismy,
#e funkeje homelogdw AreB u F. fuficuroi | A nidulans, 53 tylko czgsciowo
konserwowane ewolucyjnie®s.

Biore udzial w badaniach dotyczacyeh funkeji genu kaed u 4. nidulans i jestem
autorem korespondencyjnym pracy na ten temat®. Gen ten koduje jedno z najbardziej
konserwowanych ewolucyjnie bialek, ktérego najlepiej udowodniong funkejs jest udzial w
specyficzne] modyfikacji tRNA. Postuluje sig rowniez, e biatko kaeA moze brac udzial w
regulacji transkrypeji, na czym koncentruja sig nasze badania. Dane genetyczne i
biochemiczne pokazujg, ze u A. midulans KaeA bierze udzial w regulacji gendw
katabolizmu argininy. Analiza transkryptomiczna mutanta kaed wykazala, e KaeA jest
regulatorem wielu innych gendw, w tym ogdlnego regulatora transkeypeji read ™" #,

Badania dotvezace funkeji KaeA u A, midulans sa kontynuowane.
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Jestem autorem korespondencyjnym pracy przegladowe] dotyczgeej czynmikdw
transkrypeyinych z rodziny MADS#, do kedrej nalezy m. in. ludzkie bialko SRF, roslinne
regulatory rdEnicowania np, AGAMOUS, a takze regulatory grzybowe, jak drozdizowe

Memlp, ezy MemA A midulans, biorgee udzial w regulacji gendw katabolizmu argininy.

5 Dane hibliomeiryezne
fieding heazy damveh Weh of Science Al Dotabases)

W daz wenvsthich publitacil weaz 2 dawpmi hibligmetrpczmani zamrieszozene w zalgezanike ar £)

Sumaryczny wspdlczynnik oddzialywania czasopism, w ktorveh ukazaly sig
wszystkie publikacje wnioskodawcey, zgodnie z rokiem opublikowania — 25,1194 dwie
spoza listy Web of Science

Liczba punktow MNiSW za wszystkie publikacje wnioskodawcey, zgodnie z rokiem
opublikowania ~263

Liczba cyvtowan wszystkich publikacji wnioskodawcy do dnia zlozenia wniosku
(wg bazy Web of Science) - 118

Index Hirsha wediug bazy Web of Science -7
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