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AUTOREFERAT

1. Imie i nazwisko.

Agnieszka Kwiatek

2 Posiadane dyplomy, stopnie naukowe.

Stoplen doktora nauk biologicznych w zakresne biologii nadany uchwalg Rady
Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego dnia 25.06.2004. Tytut
rozprawy doktorskiej: ,Mechanizm naprawy uszkodzen DNA powstajacych w wyniku
deaminacji S-metylocytozyny u Neisseria gonorrhoeae 1 Neisseria meningitidis”.
Promotorem w przewodzie doktorskim by prof. dr hab. Andrzej Piekarowicz (Zakfad
Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii, Uniwersytet Warszawski),
a recenzentami: prof. dr hab. Celina Janion (Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk) oraz dr hab. Jacek Bielecki, prof. UW
(Zaktad Mikrobiologii Stosowanej, Instytut Mikrobiologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet Warszawski);

Tytut magistra biologii w zakresie mikrobiologii uzyskany na Wydziale Biologii
i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, 05.06.1998. Tytut
pracy magisterskiej: ,, Wytwarzanie wolnych rodnikow tlenowych przez leukocyty krwi
obwodowej oraz badanie aktywnosci katalazy i peroksydazy w plazmie pacjentow
uzaleznionych od alkoholu”. Opiekunem pracy byfa prof. dr hab. Martyna Kandefer-

Szerszen.

W

. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Od pazdziernika 2017: asystent, Zaktad Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa, Polska;

Od stycznia 2006: adiunkt, Zakiad Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa, Polska;

Od stycznia do grudnia 2005: staz podoktorski, Department of Molecular Biosciences,
College of Natural Sciences, The University of Texas at Austin, USA;

2004 (3 miesiace): staz podoktorski, Laboratorium Bioinformatyki i Inzynierii Biatka,
Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie; Polska;
1999 - 2004: studia doktoranckie, Zaktad Wirusologii, Instytut Mikrobiologii, Wydziat

Biologii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa, Polska.
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4. Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 1.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. 2016 1. poz. 882 ze zm. w Dz. U. 22016 1. poz. 1311.).

a) Tytut osiagnigcia naukowego:
Charakterystyka endonukleaz DNA wplywajacych na integralno$¢ genomu Neisseria

spp.
b) Publikacje wchodzace w_ skiad osigeniecia _naukowego, ze szczegbtowym

oméwieniem indywidualnego wktadu wnioskodawey:

i, Kwiatek, A., Pickarowicz, A. (2007). The restriction endonuclease R.NmeD] from
Neisseria meningitidis that recognizes a palindromic sequence and cuts the DNA
on both sides of the recognition sequence. Nucleic Acids Res. 35, 6539-46;
doi: 10.1093/nar/gkm702;
F,007 - 6,954; IFs 1 - 7,479; punkty MNiSW - 32; liczba cytowan (wg bazy Web
of Science, WoS) - 4
Wkiad habilitanta; 75%. Autor korespondencyjny. Moj wkiad polegat na:

(i) planowaniu i wykonaniu doswiadczen (oczyszezeniu  endonukleazy
restrykcyjnej R.NmeDI, wykazaniu aktywnodci in vitro i in vivo endonukleazy
restrykcyjnej R.NmeDI, okresleniu rozpoznawanej sekwencji, miejsca cigcia
i ilodci rozpoznawanych sekwencji wymaganych do wydajnego cigcia oraz
okresleniu struktury 1V-rzedowej R.NmeDI); (ii) przygotowaniu manuskryptu oraz
rycin i tabel; (iii) przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Praca wyrézniona nagroda im. profesora Kazimierza Bassalika za najlepsza pracg
eksperymentalng z zakresu mikrobiologii, wykonang w kraju i opublikowang
w roku 2007.

ii. Bazlekowa, M., Adamczyk-Poptawska, M., Kwiatek, A. (2017). Characterization
of Vsr endonucleases from Neisseria meningitidis. Microbiology. 163, 1003-1015;
doi: 10.1099/mic.0.000492;

[F2017 - 1,866; IFs.jetni - 2,879; punkty MNiSW - 25; liczba cytowan (wg bazy WoS)
-0
Wkiad habilitanta: 85%. Autor korespondencyjny. M¢j wkiad polegat na:

(i) planowaniu i wykonaniu wigkszosci do$wiadczen (wykazaniu potencjatu

mutagennego C5-cytozynometylotransferaz DNA M.NmeAl i M.NmeDI, analizie
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iii.

iv.

filogenetycznej endonukleaz Vsr N. meningitidis, wykazaniu zroéznicowania
szczepdw N. meningitidis pod wzgledem ilosci genow kodujacych endonukleazy
Vsr, wykazaniu aktywnosci endonukleazy Vsr V.Nmel8VIP, uzyskaniu oraz
wykazaniu aktywnosci V. .NmelSIIPY69H); (ii) opiece nad studentka (Bazlekowa
M.) podczas wykonywania przez nig badan, ktore weszty w sktad publikacji;
(iii) interpretacji wynikoéw i krytyczne] analizie i weryfikacji parametréw
kinetycznych reakeji katalizowanych przez V.NmeDI8VIP i V.Nmel8IIPY69H;
(iv) przygotowaniu manuskryptu oraz rycin i tabel; (v) przygotowaniu odpowiedzi
na uwagi recenzentow.

Kwiatek, A., Luczkiewicz, M., Bandyra, K, Stein, DC., Piekarowicz, A. (2010).
Neisseria gonorrhoeae FA1090 encodes two classes of Vsr endonucleases.
J. Bacteriol. 192, 3951-60; doi: 10.1128/JB.00098-10;

1F2010 - 3,726; IFs jemi - 3,94; punkty MNiSW - 32; liczba cytowan (wg bazy WoS) -
4

Wkiad habilitanta: 65%. Autor korespondencyiny. Moj wkiad polegal na:

(i) planowaniu i wykonaniu wigkszosci doswiadczen (analizie filogenetycznej
endonukleaz Vsr, oczyszczeniu endonukleaz Vs, wykazaniu aktywno$ci
endonukleaz Vsr); (ii) opiece nad studentkg (Bandyra K.) podczas wykonywania
przez nig badan, ktore weszty w skiad publikacji; (iii) interpretacji i krytycznej
analizie i weryfikacji parametrow kinetycznych reakcji katalizowanych przez
endonukleazy Vsr; (iv) przygotowaniu manuskryptu oraz rycin i tabel,
(v) przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Adamczyk-Poptawska, M., Bandyra, K., Kwiatek, A. (2018). Activity of Vsr
endonucleases encoded by Neisseria gonorrhoeae FA1090 is influenced by MutL
and MutS proteins. BMC Microbiology, 18:95, doi: 10.1186/s12866-018-1243-3;
Fa017 - 2,829; IFs.iemi - 3,066; punkty MNiSW - 30; liczba cytowan (wg bazy WoS)
-0

Wkiad habilitanta: 85%. Autor korespondencyijny. M¢j udziat polegat na:

(i) planowaniu i wykonaniu wigkszosci doswiadezen (uzyskaniu mutantow
N. gonorrhoeae W genach kodujacych endonukleazy Vsr, biatko MutL i MutS,
wykazaniu fenotypu mutatorowego uzyskanych mutantow, zbadaniu fizycznych
i funkcjonalnych oddziatywan pomigdzy endonukleazami Vsr, a biatkami MutL

i MutS, okregleniu parametréw kinetycznych reakcji katalizowanych przez
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endonukleazy Vsr w obecnosci biatek MutL i MutS, poréwnaniu wydajnosci
wigzania DNA przez endonukleazy Vsr i biatko MutS); (ii) opiece nad studentka
(Bandyra K.) podczas wykonywania przez nia badan, ktére weszty w skiad
publikacji; (iii) interpretacji wynikéw; (iv) przygotowaniu manuskryptu oraz rycin

i tabel; (v) przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

- Sumaryczny wspdtezynnik oddziatywania czasopism, w ktorych ukazaty si¢
publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego, zgodnie z rokiem
opublikowania (w przypadku pracy z 2018 wykorzystano ostatnio dostgpng wartos$¢
[Fa017) - 15,375;

- Liczba punktow MNiSW za publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego
-119;

- Liczba cytowan publikacji wehodzaeych w sktad osiggniecia naukowego do dnia

ztozenia wniosku (wg bazy WoS) - 8.

¢) Omoéwienie celu naukowego wyze] wymienionych prac i osiggnietych wynikow wraz

7 omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Charakterystyka endonukleaz DNA wplywajacych na integralno$¢ genomu Neisseria
spp-

Plastyczno$é  genomu  bakteryjnego jest definiowana, jako zdolno$¢
do pozyskiwania, rearanzacji i modyfikacji materiatu genetycznego. Jednakze, aby
informacja genetyczna mogla zosta¢ przekazana komoérkom potomnym materiat
genetyczny musi pozostaé integralny. Jest to mozliwe dzigki zachowaniu réwnowagi
pomiedzy genetycznym zréznicowaniem a genetyczng stabilno$ciag. Genetyczne
zréznicowanie wynika, m.in. ze zréznicowania epigenetycznego, wysokiej czestosei
rekombinacji, horyzontalnego transferu genow oraz naturalnej kompetencji do pobierania
obcego DNA ze srodowiska [1-3].

Zrdznicowanie epigenetyczne wynika z aktywnosci metylotransferaz DNA (MTaz),
Kktére w komoérkach mikroorganizméw stanowig czg$¢ systeméw restrykcji-modyfikacji
(RM) lub sg ,,samotnymi” metylotransferazami DNA. Dziatanie systemow RM oparte jest
na dwodch aktywnosciach: endonukleolitycznej katalizowanej przez endonukleazy
restrykcyjne (REazy) i modyfikujace] DNA katalizowanej przez metylotransferazy DNA.
Na podstawie budowy podjednostkowej, rozpoznawane; sekwencji, miejsca cigcia oraz

wymaganych kofaktoréw systemy RM zostaty podzielone na 4 typy — typ L, 1L, 1II ilV.
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Endonukleazy restrykcyjne i metylotransferazy DNA typu II s3 zazwyczaj oddzielnymi
biatkami. REazy typu 1l tng DNA w scidle okreglonym miejscu wewnatrz lub blisko
rozpoznawanej sekwencji i mogg dziata¢ jako monomery, dimery lub tetramery. MTazy
typu II dzialajg zazwycza jako monomery i przenosza grupe metylowa
z S-adenozylo-L-metioniny na cytozyng lub adening tworzac N6-metyloadening (m6A),
C5-metylocytozyng (5SmC) lub N4-metylocytozyng (m4C). Gtéwng biologiczng rola
systeméw RM jest ochrona przed wnikaniem obcego DNA. Endonukleazy restrykcyjne tng
obcy dwuniciowy DNA, a metylotransferazy DNA modyfikujgc DNA w sekwencjach
rozpoznawanych przez pofaczone z nimi REazy chronig genom gospodarza przed
autorestrykcja [4, 5]. Ponadto, jako, ze geny wielu systemoéw znajdujg si¢ pomigdzy
ruchomymi elementami genetycznymi fub fragmentami DNA nabytymi drogg
horyzontalnego  transferu  genow [6], a w genomach Escherichia  coli
i Salmonella enterica serovar Typhimurium zidentyfikowano, bogate w geny systemow
RM, loci okreslane, jako immigration control region” [7] wskazuje si¢ takze
na zaangazowanie systemow RM w zachowanie integralnosei i stabilizacje chromosomu.
Systemy RM moga réwniez wptywa¢ na stabilizacje wysp genomowych i plazmidow,
specjacjg, rekombinacje, rearanzacje i ewolucje genoméw, a takze zgodnie z hipoteza
Kobayashi’ego geny kodujace systemy RM maja tendencje do rozprzestrzeniania si¢ jako
samolubne geny [8].

Oprocz wspomnianej roli w systemach RM, MTazy odgrywaja role w bakteryjnej
ewolucji i epigenetycznej regulacji ekspresji genéw [9]. Jednoczesnie obecnos¢
C5-cytozynometylotransferaz DNA (m5C-MTaz) katalizujgcych powstanie
5-metylocytozyny sprzyja pojawianiu si¢ mutacji spontanicznych. 5-metylocytozyna jest
mniej stabilna niz niezmetylowana cytozyna i moze ulega¢ deaminacji do tyminy
prowadzgc do powstania nieprawidtowej pary zasad T:G i w konsekwencji do tranzycji
C—T [10, 11]. Dlatego tez, w komérkach posiadajgcych m5C-MTazy, aby zachowana
zostata réwnowaga pomiedzy potencjalnie wysokimi poziomem mutacji a integralnoscig
genomu bakterie wyksztatcity odpowiednie mechanizmy, m.in. nabywajgc odpowiednie
systemy naprawy DNA [12].

W komérkach E. coli K-12 posiadajacej jedng m5C-MTazg, nieprawidfowe pary
zasad T:G usuwane sg przez system naprawy DNA Very Short Patch repair (VSP),

ktérego kluczowym elementem jest pojedyncza endonukleaza Vsr (V.EcoKDcm).
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V.EcoKDecm nacina DNA przed tyming umozliwiajac jej specyficzne usunigcie. Centrum
katalityczne endonukleazy Vsr V.EcoKDem zawiera kwas asparaginowy (AspS1),
histydyne (His69), kwas glutaminowy (Glu25), fenyloalaning (Phe25), histydyne (His62)
i kwas asparaginowy (Asp97). Asp51 i His69 sa kluczowymi, a Glu25, Phe62, His62
i Asp97 waznymi aminokwasami dla endonukleolitycznej aktywnosci V.EcoKDcm,
np. His69 odrywa proton z wykorzystywanego przez Vsr zgrupowania magnez-woda i taka
aktywowana woda atakuje wigzanie fosfodiestrowe [13-15]. W warunkach in vitro
aktywnoéé¢ V.EcoKDcm jest stymulowana przez biatka MutL i MutS, a inaktywacja genow
mutl, i mutS ogranicza in vivo dziatanie systemu VSP w komoérkach E. coli [16-18].
In vivo, w dziatanie systemu VSP E. coli K-12 zaangazowane sg takze polimeraza DNA |
i ligaza DNA [19].

Obicktem moich badan byly nalezace do [-proteobakterii Gram-ujemne
heterotroficzne ziarniaki z rodzaju Neisseria. Dwa z jedenastu gatunkow nalezacych
do rodzaju Neisseria - Neisseria gonorrhoeae (gonokok) i Neisseria meningitidis
(meningokok) — s3 patogennymi mikroorganizmami, wysoce przystosowanymi
do zajmowanej niszy ekologicznej, dla ktérych jedynym gospodarzem jest cziowiek.
N. gonorrhoeae infekuje blony sluzowe ukladu moczowo-ptciowego wywotujac,
m.in. rzezaczke i rozsiane zakazenie rzezaczkowe, a N. meningitidis jest najczestszym
bakteryjnym czynnikiem etiologicznym ciezkiego zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych
i posocznicy. Oba te patogeny pozostajg powaznym problemem klinicznym
i epidemiologicznym, wynikajacy nie tylko z liczby przypadkéw, ale takze wzrastajacej
wielolekoopornosci, co zostato podkreslone przez Swiatowa Organizacj¢ Zdrowia (ang.
World Health Organization, WHO). WHO w 2011 r. oglosita program Global action plan
to control the spread and impact of antimicrobial resistance in Neisseria gonorrhoeae),
a w 2017 roku umiescita N. gonorrhoeae (jako jedyny bakteryjny czynnik etiologiczny
choroby przenoszonej droga piciowa) na liscie 12 rodzin bakterii okreslanych mianem
priority pathogens”, ktore w zwigzku z narastajgcg wielolekoopornoscia stanowig
najwicksze zagrozenie dla zdrowia cztowieka [20, 21].

Wysokie przystosowanie Neisseria sp. do zajmowanej niszy ekologicznej wynika,
m.in. z genetycznego zréznicowania mozliwemu dzieki niezwykle plastycznemu
i dynamicznemu genomowi, ktorego integralno$é utrzymywana jest przez rownowage

pomiedzy czynnikami a modulatorami zmiennodci genetycznej. Czynnikami zmiennosci
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genetycznej sa aktywnos¢ metylotransferaz DNA, naturalna kompetencja do pobierania
obcego DNA ze Srodowiska oraz zmienno$é fazowa, natomiast modulatorami systemy
naprawy DNA i systemy RM [22-24]. N. gonorrhoeae 1 N. meningitidis kodujg, co
najmniej kilka metylotransferaz DNA, ktore wchodza w sklad systeméw RM lub tez sg
,samotnymi” MTazami DNA [24]. Kodowanie tak duzej ilosci systeméow RM
przez N. gonorrhoeae i N. meningitidis z jednej strony zapewnia ochrong przed wnikaniem
do komérki obcego DNA, z drugiej zas strony ekspresjonowanie duzej liczby MTaz,
z ktorych przynajmniej kilka modyfikuje piaty wegiel pier§cienia pirymidynowego
cytozyny naraza organizm na zwigkszong czestosé mutacji m5C — T w sekwencjach
rozpoznawanych przez te enzymy.

Celem przeprowadzonych badan byta charakterystyka wybranych endonukleaz
DNA wplywajagcych na integralno$¢ genomu Neisseria sSpp. uwzgledniajac zarowno
endonukleaze restrykcyjna nalezacg do systemu RM, jak 1 endonukleazy Vsr
zapobiegajace mutacjom wynikajgcym z deaminacji m5C.

Kwiatek, A., Piekarowicz, A. (2007). The restriction endonuclease R.NmeDI from

Neisseria meningitidis that recognizes a palindromic sequence and cuts the DNA

on both sides of the recognition sequence. Nucleic Acids Res, 35, 6539-46.

W  momencie rozpoczecia moich badaf, pomimo licznych  analiz
bioinformatycznych wskazujacych na wystgpowanie genow wielu systeméw RM
w genomach réznych szczepow N. meningitidis, tylko kilka systeméw RM zostato
scharakteryzowanych —eksperymentalnie z uwzglgdnieniem ich aktywnosci oraz
rozpoznawanej sekwencji i miejsca cigcia.

W pracy po raz pierwszy opisana zostata endonukleaza restrykcyjna R.NmeDI
kodowana przez N. meningitidis 2120 serotyp C. Enzym R.NmeDI jest prototypem nowej
podklasy endonukleaz restrykcyjnych typu I (REazy II), z powodu unikatowych
wiasciwosdci i jednoczesnego posiadania cech charakterystycznych dla réznych podklas
REaz typu II. Aktywna forma zbudowanego z 351 aminokwaséw enzymu R.NmeDI jest
tetramer. Enzym ten rozpoznaje palindromiczg sekwencjg i tnie dwuniciowy DNA, po obu
stronach rozpoznawanej sekwencji: 5’ (12/T)RCCGGY(7/12) 3° (R=A/G, Y=C/T)
wymagajac dwéch rozpoznawanych sekwencji do wydajnego cigcia DNA. Trawienie DNA
przez R.NmeDI obejmuje dwa etapy. W pierwszym z nich DNA jest ciety po jednej ze

stron rozpoznawanej sekwencji generujac produkt posredni, a nastepnie przeprowadzane
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jest ciecie po drugiej ze stron rozpoznawanej sekwencji prowadzac do wyciecia 25-bp
fragmentu DNA. Wedtug postawionej hipotezy, kazdy z monomerdw tnie jedng ni¢ DNA
po obu stronach rozpoznawanej sekwencji, a nastgpnie fragment DNA zawierajacy
rozpoznawang sekwencje jest wypgtlany i przeprowadzane jest cigcie drugiej nici po obu
stronach rozpoznawanej sekwencji.

Endonukleaza restrykcyjna R.NmeDI posiada aktywnos¢ endonukleolityczna nie
tylko w warunkach in vitro. In vivo system restrykcji-modyfikacji NmeDI zawierajgcy
endonukleaze restrykcyjng R.NmeDI oraz m5C-MTazg M.NmeDI restrykuje namnazanie
sie¢ bakteriofaga lambda w komorkach E. coli.

Charakterystyczna jest rowniez lokalizacja w chromosomie genéw nmeDIR
i nmeDIM kodujagcych system RM NmeDI. Geny te znajdujg si¢ pomigdzy
konserwowanymi ewolucyjnie genami pheS i pheT. Zgodnie z Saunders i Snyder
intergeniczny region pomiedzy pheS i pheT jest mozliwym miejscem integracji nowo
nabytego DNA [25], co moze sugerowac role systemu RM NmeDI w zroznicowaniu
genetycznym patogennych bakterii z rodzaju Neisseria. Hipoteza ta zostala poparta przez
pdzniejsze badania Budroni ez al. (2011) [26], ktorzy wykazali, ze geny wielu systemow
RM sa zlokalizowane w potencjalnych miejscach integracji ruchomych elementéw
genetycznych [25], a nabyte drogg transferu horyzontalnego systemy RM sg determinantg
kladéw filogenetycznych Neisseria. Typowe dla danych kladéw systemy RM wytwarzajg
zréznicowang bariere do wymiany DNA skorelowana ze strukturg populacji. Jednym
z takich systemow jest system NmeDI, ktory jest charakterystyczny dla filogenetycznego
kladu PC8/11 zawierajacego m.in. kompleks klonalny ST-8 i ST-11, ktére sg przyczyng
wigkszosci przypadkoéw wywotywanych przez N. meningitidis serotyp C [27].

Ponadto, system RM NmeDI, w skiad, ktorego wchodzi endonukleaza restrykcyjna
R.NmeDI jest doskonatym modelem do badan nad ewolucja i genetycznym zréznicowaniu
bakterii, a w tym badan nad ewolucjg samych systemow RM. NmeDI stanowi przyktad
systemu RM pokazujagcym wspdlna ewolucje REaz i MTaz, z uwzglednieniem ewolucji
w kierunku zmiany specyficznosci. Endonukleaza R.NmeDI rozpoznaje sekwencje
5 RCCGGY 3’ (R=A/G, Y=C/T), a MTaza M.NmeDI, 5° RCCGGB 3 (R=A/G,
B=C/T/G) [28]. Umozliwia to stopniowa ewolucje specyficznosci endonukleazy
restrykcyjnej R.NmeDI bez letalnych konsekwencji, co moze sprzyja¢ skutecznej obronie

przed wnikaniem obcego DNA o nowych specyficznosciach.
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Podsumowujac, endonukleaza restrykeyjna R.NmeDI jest prototypem nowej
podklasy REaz typu II, a system RM NmeDI moze wptywaé na strukturg¢ genomu
N. meningitidis poprzez zaangazowanie w ochrong przed wnikaniem obcego DNA do
komérki i ochrone integralno$ci genomu.

Bazlekowa, M., Adamczvk-Poplawska, M., Kwiatek, A. (2017). Characterization

of Vsr endonucleases from Neisseria meningitidis. Microbiology, 163, 1003-1015.

Jak wspomniano wyzej, kodowany przez N. meningitidis 2120, system RM NmeDI,
obok endonukleaz restrykcyjnej R.NmeDI, zawiera m5C-MTaze M.NmeDI katalizujgca
powstanie m5C bedacej potencjalnym ,,goracym miejscem mutacyjnym”.

W pracy wykazano, ze W komérkach E. coli zawierajacych M.NmeDI wzrasta ilos¢
tranzycji C—T wynikajacych z deaminacji m5C w sekwencjach modyfikowanych ten
enzym. Podobny efekt zaobserwowano, kiedy do komorek E. coli wprowadzono gen
kodujacy M.NmeAl - m5C-MTazg kodowang przez N. meningitidis Z2491. Czgstose
mutacji spowodowana aktywnoscig metylotransferaz M.NmeAl i M.NmeDI wzrasta
odpowiednio 81- i 63-krotnie.

Analiza genomu N. meningitidis 2120 kodujacej M.NmeDI i N. meningitidis 72491
kodujacej M.NmeAl ujawnifa, Ze szczepy te posiadaja odpowiednio dwa i jeden gen vsr
kodujacy potencjalne endonukleazy Vsr, ktorych —aktywno$¢ zwiazana jest
z zapobieganiem mutacjom wynikajagcym z deaminacji m5C. Wérod pozostatych szczepow
N. meningitidis kodujacych C5-cytozynometylotransferazy DNA wyrozniliSmy szczepy
z dwoma, jednym lub bez genow wvsr. Filogenetyczna analiza 432 potencjalnych
endonukleaz Vsr kodowanych przez N. meningitidis, ujawnita, ze pomimo wysokiego
podobiefistwa sekwencji aminokwasowych, biatka te naleza do dwéch grup (typ Lityp Il
endonukleaz Vsr). Szczepy z jednym genem vsr zawierajg zawsze typ I, natomiast
w szezepach z dwoma genami zawsze wystepuja oba typy endonukleaz Vsr. Geny
endonukleaz Vsr typu I znajdujg si¢ w sasiedztwie gendéw ,samotnych” m5C-MTaz,
a geny endonukleaz Vsr typu Il ko-lokalizuja z genami systemu RM otoczonymi genami
kodujacymi podjednostki syntetazy tRNA, np. pheS i pheT.

Przedstawicielem szczepu z dwoma genami vs7, obok wspomnianego wyzej
szczepu 2120, jest N. meningitidis FAM18 serotyp C W genomie, ktorego dzigki
technologii Pacific Biosciences' single molecule, real-time sequencing (SMRT)

udowodniono obecno$¢  5-metylocytozyny. Wéréd m5C-MTaz tego szczepu sg,
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m.in. M.Nmel8ORF679P wykazujaca 100% podobienstwa do M.NmeDI oraz homolog
metylotransferazy M.NmeAlL Endonukleazami Vsr kodowanymi przez ten szczep 3
V.Nmel8IIP nalezaca do typu I oraz V.Nmel8VIP nalezaca do typu Il. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze jedynie V.Nmel8VIP jest aktywna in vitro, natomiast V.Nmel8IIP
nie tnie substratowego DNA zawierajacego nieprawidtows parg zasad T:G. Endonukleaza
V.Nmel8VIP rozpoznaje i tnie, ze zblizona wydajnoscia, substratowy DNA zawierajgcy
nieprawidtowg parg zasad T:G W sekwencjach pochodzacych od  sekwencji
modyfikowanych przez wszystkie m5C-MTazy N. meningitidis FAM18 serotyp C.
Multispecyficznos¢ endonukleazy V.Nmel8VIP moze wigzaé si¢ z koniecznoscig
przeciwdzialania efektom deaminacji m5C we wszystkich sekwencjach modyfikowanych
przez m5C-MTazy N. meningitidis FAMI18 serotyp C, zwiaszcza, ze jest to jedyny
aktywny enzym Vsr w tym szczepie. Ponadto bakteryjne m5C-MTazy mogg modyfikowac
sekwencje niekanoniczne [29, 30]. Cytozyna metylowana w sekwencjach niekanonicznych
moze byé, wiec dodatkowym ,,goracym miejscem mutacyjnym” wymagajgcym naprawy.
Znaczenie multispecyficznosei V.Nmel8VIP mozna rowniez przypisa¢ naturalnej
kompetencji Neisseria i faktowi, ze nowo nabyty DNA moze zawiera¢ geny kodujgce
mS5C-MTazy z dodatkowa specyficznoscia w stosunku do meningokokowych m5C-MTaz.
Aktywno$é nowo nabytych m5C-MTaz moglaby w ten sposob zwigksza¢ czgstotliwose
mutacji. Rzeczywiscie gen kodujacy endonukleazg Vst V.Nmel8VIP i znajdujace si¢
w jego sasiedztwie geny kodujace system RM lezg pomiedzy genami syntetazy tRNA,
ktére sa potencjalnym miejscem wstawienia obcego DNA w genomie N. meningitidis [25].
Towarzyszac systemom RM zawierajacych m5C-MTaze, endonukleaza Vsr mogtaby
niwelowaé potencjal mutagenny tych metylotransferaz DNA, i tym samym pozwalataby
na utrzymanie w genomie genéw systeméw RM niezbednych do ochrony przed wnikaniem
obcego DNA do komorki.

Poréwnanie sekwencji aminokwasowej nieaktywnej V.Nmel3IIP z sekwencjami
endonukleaz Vsr, ktorych aktywno$¢ zademonstrowano eksperymentalnie, wykazato
obecnosé takich samych konserwowanych reszt aminokwasowych w pozycji 25, 51, 62, 64
i 97. Jedyna inng reszta aminokwasowg kluczowa dla reakcji hydrolitycznej katalizowanej
przez endonukleazy Vsr jest aminokwas w pozycji 69. V.NmelS8IIP zawiera w tym
miejscu tyrozyng, a aktywne endonukleazy Vsr histydyne. Aby okresli¢ znaczenie tej

réznicy dla aktywnosci V.NmelS8IIP uzyskalismy biatko V.Nmel8IIPY69H. Zamiana
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Tyr69 na His69 przywrocita zdolnos¢ V. Nmel8IIPY69H do ciecia DNA zawierajgcego
nieprawidiowa parg zasad T:G.

Analiza sekwencji aminokwasowej pozostatych endonukleaz Vsr typu I
kodowanych przez N. meningitidis wykazata, ze wszystkie te biatka posiadaja tyrozyneg
w pozycji 69, co moze sugerowaé, ze rowniez te biatka nie sg aktywne. Jednoczesnie
szczepy kodujace te biatka posiadajg geny m5C-MTaz. Moze to implikowac,
ze w szczepach posiadajgcych gen kodujacy tylko typ 1 endonukleaz Vsr istnieje jeszcze
jeden system naprawy DNA usuwajgcy nieprawidfowa pare zasad T:G. Natomiast
w szczepach posiadajacych dwa geny vsr funkcje nieaktywnego biatka mogtaby przejac
endonukleaza Vsr typu II, w sekwencji, ktorej wszystkie kluczowe dla aktywnosci
endonukleolitycznej aminokwasy sa takie jak w aktywnych endonukleazach Vsr.

Podsumowujac, w momencie rozpoczecia przeze mnie badan, pomimo kodowania
przez N. meningitidis wielu m5C-MTaz [24], ktérych aktywnos¢ moze skutkowac
pojawieniem si¢ mutacji nie byto zadnych danych o mechanizmach zapobiegajacych tego
typu zmianom. W naszych badaniach zademonstrowalismy aktywno$¢ endonukleaz Vsr,
ktére rozpoznaja nieprawidlowa parg zasad T:G, a tym samym dali$my podstawy
do dalszego badania systeméw naprawy DNA zapobiegajacych mutacjom wynikajgcym
z deaminacji m5C i przyczynilismy si¢ do poznania mechanizméw zwigzanych
z utrzymaniem integralno$ci wysoce plastycznego genomu N. meningitidis.

Kwiatek, A., Fuczkiewicz, M., Bandyra, K., Stein, D.C., Piekarowicz, A. (2010).

Neisseria gonorrhoeae FA1090 encodes two classes of Vsr endonucleases. J. Bacteriol,

192, 3951-60.

N. gonorrhoeae, drugi z badanych przeze mnie gatunkéw Neisseria, rowniez

koduje wiele systeméw RM. Szczep N. gonorrhoeae FA1090 zawiera geny 12 systeméw
RM, wérod ktéorych 6 zawiera C5-cytozynometylotransferaze DNA.  Aktywnosc
m5C-MTaz kodowanych przez N. gonorrhoeae wykazano eksperymentalnie nie tylko
in vitro, ale dzieki technologii Pacific Biosciences' single molecule, real-time sequencing
(SMRT) w genomie tego szczepu potwierdzono obecnos¢  S-metylocytozyny
wprowadzanej przez 5 roznych m5C-MTaz [24].

W pracy wykazali$my, ze N. gonorrhoeae FA1090 posiada dwa geny endonukleaz
Vst — ngoAXIIV i ngoAXIVV kodujgcych odpowiednio endonukleaze V.NgoAXIII
i V.NgoAXIV.
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W warunkach i# vitro obie endonukleazy Vsr N. gonorrhoeae FA1090 sg aktywne
— rozpoznajg i tng DNA zawierajacy nieprawidlowa pare zasad T:G. V.NgoAXIII jest
multispecyficzna i rozpoznaje nieprawidiowa parg zasad T:G w kazdym kontekscie
nukleotydowym, natomiast V.NgoAXIV jedynie w 5° GTGG 3°, 5° CTGG 3°, 5’ GTGC
3.5 ATGC 3’ i 5° CTGC 3’. Poréwnanie wartosci state] reakcji pierwszego rzedu (k)
charakterystycznych dla cigcia kazdego substratowego DNA wskazuja, ze enzymy te nie
wykazuja preferencji substratowej tnac kazdy rozpoznawany substratowy DNA ze
zblizong wydajnoscia.

Ukierunkowana mutageneza konserwowanych aminokwaséw wykazata, ze Asp50
i His68 w V.NgoAXIII i Asp51 i His69 w V.NgoAXIV sa niezbedne dla przeprowadzania
reakeji endonukleolitycznej katalizowanej przez te endonukleazy Vsr. Natomiast Glu24,
Asp63 i Asp97 w V.NgoAXIII i Glu25, His64 i Asp97 w V.NgoAXIV sg aminokwasami
waznymi, lecz nie niezbgdnymi dla aktywnosci tych biatek. Analizujac otrzymane dane
i poréwnujac je z danymi dotyczacymi endonukleazy Vsr E. coli K-12 [13-15]
zaproponowali§my role tych aminokwasow w reakcji katalizowanej przez V.NgoAXIII
i V.NgoAXIV. Zgodnie z zaproponowanym mechanizmem, enzymy te wykorzystuja dwa
zgrupowania magnez - woda. Kwas asparaginowy (Asp50 w V.NgoAXIII i Asp5l
w V.NgoAXIV) koordynuje dwa jony magnezu Mg?*. His68 w V.NgoAXIII i His69
w V.NgoAXIV odrywa proton z jednej z czasteczek H,O w pierwszym zgrupowaniu
magnez — woda, a nastepnie aktywowana woda atakuje grupe fosforanowa wigzania
fosfodiestrowego. Natomiast Asp63 i Glu24 oraz His64 i Glu25, odpowiednio
w V.NgoAXIIl i V.NgoAXIV, za posrednictwem wigzan wodorowych koordynuja
czgsteczki HO w zgrupowaniach metal — woda. Ponadto, Glu24 i Asp63 w V.NgoAXIII
sa wazne nie tylko dla aktywnodci, ale takze dla specyficznosci tego enzymu.
Zaangazowanie w reakcje katalityczng tych samych aminokwasow w endonukleazach Vsr
N. gonorrhoeae i E. coli sugeruje uniwersalny mechanizm dziatania endonukleaz Vsr.

Analiza filogenetyczna V.NgoAXIIl i V.NgoAXIV wykazata, ze nalezg one do
dwéch réznych grup filogenetycznych. V.NgoAXIV lezy na tej samej galezi drzewa
filogenetycznego co endonukleaza Vsr E. coli K-12 i V.Nme18IIP, natomiast V.NgoAXIII
znajduje sie na tej samej gatezi drzewa filogenetycznego co V.Nmel8VIP.

Endonukleazy V.NgoAXIIl i V.NgoAXIV wykazuja nie tylko homologie,
odpowiednio, do V.Nmel8VIP i V.Nmel8IIP, ale kodujace je geny zajmuja analogiczne

loci w chromosomach N. gonorrhoeae i N. meningitidis. Gen ngoAXIIV i lezace obok
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geny potencjalnego systemu RM znajdujg sie pomiedzy genami phesS i pheT, natomiast gen
ngoAXIVV i znajdujgcy sig w sasiedztwie gen potencjalnej m5C-MTazy w poblizu
sekwencji pobrania DNA [28].

Jest niezwykle interesujace, ze meningokokowe i gonokokowe endonukleazy Vsr
i m5C-MTazy (kodowane przez geny sasiadujgce z genami vsr), pomimo podobiefistwa
sekwencji aminokwasowych oraz faktu ich analogicznych lokalizacji w preferencyjnych
miejscach integracji obcego DNA, roznig si¢ aktywnoscig. W przeciwienstwie
do endonukleaz Vsr N. meningitidis, gdzie aktywna jest tylko jedna endonukleaza Vsr,
obie endonukleazy Vsr N. gonorrhoeae sa aktywne. Intrygujace jest rowniez, ze
w genomie N. gonorrhoeae geny aktywnych endonukleaz Vsr towarzysza genom
nieaktywnych m5C-MTaz. Wedtug postawionej w pracy hipotezy moze to by¢ zwigzane,
m.in. z nabywaniem i ewolucjg genow kodujacych endonukleazy Vsr i m5C-MTazy.
Prawdopodobnie, geny endonukleaz Vsr i lezacych obok genow systeméw RM lub
samotnych” m5C-MTaz zostaly nabyte jednocze$nie, a nastgpnie w czasie ewolucji
niektore z tych gendw ulegly inaktywacji. Z ewolucyjnego punktu widzenia endonukleaza
V.NgoAXIIl, wyewoluowata do multispecyficznego enzymu O specyficznosci
zapewniajacej ochrong przed skutkami deaminacji we wszystkich sekwencjach
modyfikowanych przez m5C-MTazy N. gonorrhoeae FA1090. Dzigki temu nie jest
konieczne, aby genowi kazdej m5C-MTaz towarzyszyt gen aktywnej endonukleazy Vsr.
Ponadto, multispecyficznosé V.NgoAXIIl mogtaby umozliwié¢ nabywanie gendéw
m5C-MTaz o nowych specyficznosciach, bez narazania komérki na podwyzszony poziom
mutacji wynikajacy z deaminacji m5C wprowadzanych przez te metylotransferazy. Dzigki
temu, endonukleazy Vsr niwelujac potencjat mutagenny tych metylotransferaz DNA
pozwalatyby na utrzymanie integralnosci genomu.

Adameczyk-Poplawska, M., Bandyra, K., Kwiatek, A. (2018). Activity of Vsr

endonucleases encoded by Neisseria gonorrhoeae FA1090 is influenced by MutL
and MutS proteins. BMC Microbiology, 18:95, doi: 10.1186/s12866-018-1243-3;
Zaréwno V.NgoAXIIl i V.NgoAXIV kodowane przez N. gonorrhoeae jak

{ V.Nmel8VIP kodowana przez N. meningitidis, tna substratowy DNA zawierajacy
nieprawidtowa pare zasad T:G bez udziatu biatek pomocniczych. Jednakze, do wydajnego
ciecia substratowego DNA wymagany jest 10-krotny nadmiar enzymu w stosunku do
DNA jak zostato wykazane w pracach prezentowanych powyzej (Kwiatek et al. (2010)

i Bazlekowa et al. (2017)).
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Dane literaturowe oraz przeprowadzona przez nas analiza wskazywaly, ze
N. gonorrhoeae FA1090 posiada takze geny mutL i mutS kodujace biatka zaangazowane
w naprawe DNA [31].

W pracy wykazano, ze endonukleazy V.NgoAXIIl i V.NgoAXIV bezposrednio
fizycznie i funkcjonalnie oddziatuja z biatkiem MutL N. gonorrhoeae FA1090.
Oddziatywania takie nie wystepuja pomiedzy badanymi gonokokowymi endonukleazami
Vsr i gonokokowym biatkiem MutS. Natomiast biatko MutS bezposrednio oddziatuje
z biatkiem MutL.

W warunkach in vitro, biatko MutL nie tylko fizycznie oddziatuje z V.NgoAXIII
i V.NgoAXIV, ale takze wplywa na ich aktywnos¢. MutL (w zaleznosci od substratowego
DNA 0 62,6—138,7% dla V.NgoAXIII i 73,5-110% dla V.NgoAXIV) zwigksza wydajnos¢
i szybko$¢ reakcji katalizowanej przez biatka Vsr, a obecnos¢ ATP
w reakcji wzmacnia obserwowany efekt. Wzrost wydajnosci cigcia wszystkich
substratowych DNA przez endonukleazy Vsr w obecnosci biatka MutL wskazuje
jednoznacznie, ze MutL, niezaleznie od biatka MutS, jest wystarczajace do stymulacji
aktywnosci endonukleaz Vsr. Takiego efektu dla endonukleazy Vsr E. coli nie
zaobserwowat Heinze er al. (2009), wykazujac, ze aktywnos$¢ endonukleazy V.EcoKDem
moze byé stymulowana przez biatko MutL jedynie w obecnosci biatka MutS i ATP [16].

Dzieki zwiekszonej aktywnosci endonukleaz V.NgoAXIIl i V.NgoAXIV
w obecnosci biatka MutL, do wydajnego cigcia DNA przez endonukleazy Vsr
N. gonorrhoeae wymagany jest jedynie 2-krotny nadmiar enzymu w stosunku do DNA.
Obnizenie ilosci endonukleazy Vsr wymaganej do wydajnego cigcia substratowego DNA
(z 10-krotnego do 2-krotnego) pozwalaloby, na wydajne usuwanie nieprawidfowych par
zasad T:G bez koniecznosci zwiekszonej syntezy endonukleaz Vsr. Jest to szczegolnie
istotne w kontekscie kodowania przez N. gonorrhoeae FA1090 tylko dwéch endonukleaz
Vsr i 5 aktywnych m5C-MTaz, ktdre katalizuja powstawanie m5C bedacej potencjalnym
»goracym miejscem mutacyjnym”. Jednocze$nie konieczno$¢ regulacji aktywnosci
V.NgoAXIII przez biatko MutL moze wynika¢ ze zdolno$ci enzymu do rozpoznawania
nieprawidtowej pary zasad T:G w kazdym kontekscie nukleotydowym.

Aktywno$¢ gonokokowych endonukleaz Vsr V.NgoAXIII i V.NgoAXIV wzrasta
takze w obecnosci biatka MutL kodowanego przez E. coli K-12, a poziom stymulacji jest
analogiczny jak w przypadku biatka MutL N. gonorrhoeae. Wskazuje to na uniwersalny

mechanizm stymulacji endonukleaz Vsr przez biatka MutL.



Agnieszka Kwiatek

Zalgeznik 2: Autoreferat (w jezyku polskim)

Przeciwstawny wptyw do biatka MutL na aktywnos$¢ endonukleaz Vsr, wywiera
obecno$¢ biatka MutS powodujagc spadek wydajnoscei cigcia DNA przez V.NgoAXIII
I V.NgoAXIV odpowiednio o 74,9-90,6% i 47,2-75%. Efekt obnizenia aktywnosci
endonukleazy Vsr przez biatko MutS znoszony jest przez biatko MutL. Ponadto, przy
Jednoczesnej obecnosei biatka MutL i MutS, obserwowany jest wzrost wydajnosci ciecia
DNA katalizowanego przez V.NgoAXIII i V.NgoAXIV.

Przeprowadzone in vivo do$wiadczenia =z wykorzystaniem mutantéw
N. gonorrhoeae rowniez wykazaty zwigzek biatka MutL z aktywnoscia endonukleaz Vsr.
W komorkach N. gonorrhoeae, w ktérych oprocz genu endonukleazy Vsr zinaktywowano
gen mutL, czgstos¢ mutacji spontanicznych, wzrasta nie tylko w poréwnaniu do szczepu
»dzikiego”, ale takze w poréwnaniu do szczepu ze zinaktywowanym genem vsr.

Ponadto, mutatorowy fenotyp N. gonorrhoeae ze zinaktywowanymi genami
endonukleaz vsr Swiadczy o zaangazowaniu endonukleaz Vsr w naprawg DNA wskazujac
na ich rolg biologiczna.

Reasumujac, endonukleazy Vsr N. gonorrhoeae sa zaangazowane w naprawe DNA,
a regulacja aktywnosci endonukleaz Vsr przez biatko MutL sprzyja lepszej kontroli tych
biatek w skutecznej ochronie komérki przed skutkami deaminacji mS5C powstalej

w wyniku reakcji katalizowanej przez m5C-MTaz.

Podsumowanie

We wchodzacych w sktad dzieta pracach scharakteryzowatam wybrane enzymy
wplywajace na integralno$¢ genomu N. meningitidis i N. gonorrhoeae. Demonstrujac
zdolnos¢ systemu RM NmeDI, zawierajgcego endonukleaze R.NmeDI, do restrykcji
bakteriofaga A wykazatam, ze enzym ten moze wplywaé na strukture i integralnos¢
genomu poprzez zaangazowanie w ochrone przed wnikaniem obcego DNA do komérki.
Towarzyszaca endonukleazie restrykcyjnej R.NmeDI m5C-MTaza M.NmeDI posiada
potencjal mutagenny skutkujgcy powstaniem nieprawidlowej pary zasad T:G
i w konsekwencji C—T tranzycji. Potencjat mutagenny m5C-MTaz N. meningitidis moze
by¢ niwelowany przez aktywnos¢ endonukleaz Vsr, szczegélnie, ze jedna z endonukleaz
Vsr N. meningitidis jest multispecyficzna i rozpoznaje nieprawidtows pare zasad T:G
w kazdym kontekécie nukleotydowym. N. gomorrhoeae kodujaca kilka aktywnych

m5C-MTaz roéwniez posiada endonukleazy Vsr, z ktérych jedna jest multispecyficzna
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i rozpoznaje nieprawidtowg parg zasad T:G w kazdym kontekécie nukleotydowym.
Organizacja i lokalizacja loci zawierajacych geny endonukleaz Vsr jest taka sama
w chromosomie N. meningitidis FAM18 i N. gonorrhoeae FA1090. Jeden z gendw vsr
wraz z lezacymi obok genami systemu RM znajduje si¢ w potencjalnym miejscu integracji
ruchomych elementow genetycznych. Aktywnosc endonukleaz Vsr N. gonorrhoeae
wazrasta w obecnodci biatka MutL, co potencjalnie moze pozwala¢ na wydajne usuwanie
nieprawidtowych par zasad T:G bez konieczno$ci wzrostu syntezy endonukleaz Vsr.
Podsumowujac, prace  przyczynity sie do  poznania mechanizmow
odpowiedzialnych za utrzymanie integralno$ci wysoce plastycznego genomu
N. gonorrhoeae i N. meningitidis, ktére sg istotnymi ludzkimi patogenami. Niewatpliwie
powiekszy to nasza wiedzg o biologii molekularnej tych drobnoustrojow, co w przysztosci
moze zaowocowaé wskazaniem celéw dziatania inhibitorow i innych nowych lekow

w celu zahamowania rozprzestrzeniania si¢ tych chor6b.

Za najwieksze osiagniecia uzyskane w wyniku przeprowadzanych badan uwazam:

- Identyfikacje i wykazanie aktywnosci R.NmeDI (prototypu nowego podtypu
endonukleaz restrykcyjnych typu II) i wskazanie, ze moze by¢ on zaangazowany
w utrzymanie integralnosci genomu N. meningitidis;
- Identyfikacje i wykazanie aktywnosci endonukleaz Vsr kodowanych przez
N. gonorrhoeae i N. meningitidis:
- W momencie rozpoczecia moich badan, pomimo danych bioinformatycznych
wykazujgcych na wystepowanie genéw kodujacych endonukleazy Vsr
w genomach wielu mikroorganizméw, dokfadnie zbadana i scharakteryzowana
byta jedynie endonukleaza Vsr kodowana przez E. coli K-12, oraz wykazano
in vitro zdolno$¢ endonukleazy Vsr  V.BssHIII kodowanej przez
B. stearothermophilus H3 do cigcia DNA zawierajacego nieprawidtows parg
zasad T:G [32];
- N. gonorrhoeae FA1090 jest pierwsza bakteriag i jak dotychczas jedynym
mikroorganizmem, dla ktorego wykazano, ze posiada dwie in vitro aktywne

filogenetycznie odlegte endonukleazy Vsr;
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- N. gonorrhoeae FA1090 jest pierwsza wsrod B-proteobakterii, a dopiero druga
bakterig wérod wszystkich mikroorganizméw, dla ktorej wykazano aktywnos¢

in vivo endonukleaz Vsr;

- Wykazanie mulispecyficznosci endonukleaz V.NgoAXIIl i V.Nmel8VIP przyblizyto

nas do rozwigzania problemu naukowego zwigzanego z kodowaniem przez
N. gonorrhoeae i N. meningitidis wielu aktywnych m5C-MTaz i jedynie dwoch lub

jednej endonukleazy Vsr. Multispecyficzne endonukleazy Vsr moga zapewni¢ wydajng

ochrone przed skutkami deaminacji m5C w sekwencjach modyfikowanych przez
wszystkie m5C-MTaz kodowane przez dany mikroorganizm;

- Wykazanie wystgpowania funkcjonalnych i fizycznych oddziatywah pomigdzy
endonukleazami Vst N. gonorrhoeae FA1090, a biatkami MutL i MutS.
N. gonorrhoeae jest pierwszg wsrdd B-proteobakterii, a druga bakterig wsrod
wszystkich mikroorganizméw, dla ktorej wykazano oddziatywania pomigdzy

endonukleazami Vsr a biatkami pomocniczymi.

Plany naukowe:

- Zbadanie zwiazku pomiedzy patogennoscia Neisseria gonorrhoeae a naprawg DNA, ze
szezegdlnym uwzglednieniem stopnia zaleznosci patogennosci od systemu naprawy
DNA typu Very Short Patch repair (VSP) (grant UMO-2014/15/B/NZ6/02514):

- Zbadanie wplywu systemu naprawy DNA  VSP na adhezje
i tworzenie biofilmu przez N. gomorrhoeae na ludzkich komorkach
nabtonkowych;

- Zbadanie wptywu systemu naprawy DNA VSP na inwazyjnos¢
i transcytoze komérek nabtonkowych przez N. gonorrhoeae;

—  Okreslenie wptywu systemu naprawy DNA VSP na reorganizacj¢ cytoszkieletu,
cytotoksyczno$¢ N. gomorrhoeae, wytwarzanie cytokin i szlaki sygnatowe
zachodzace w komorkach nabfonkowych;

— 7badanie roli biatek wielofunkcyjnych w biologii i patogenezie N. gomorrhoeae
(wniosek zfozony w ogloszonym przez Narodowe Centrum Nauki, konkursie OPUS
15);

- Analiza odpowiedzi immunologicznej w komorkach zainfekowanych syncytialnym

wirusem oddechowym (RSV) z rodziny Preumoviridae (wspéipraca z dr. Maciejem
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Czerkiesem z Zakitadu Biosystemow i Migkkiej Materii, Pracowni Modelowania

w Biologii i Medycynie w Instytucie Podstawowych Probleméw Techniki PAN,

Warszawa).

5. Oméwienie pozostatych osiggnig¢ naukowo-badawczych.

a) Osiagnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora:

Charakterystvka metylotransferaz DNA N. oonorrhoeae i N. meningitidis

— Piekarowicz, A., Kiyz, A., Kwiatek, A., Stein, D.C. (2001). Analysis of type I
restriction modification systems in the Neisseriaceae: genetic organization and
propetties of the gene products. Mol Microbiol., 41, 1199-210; PMID: 11555298;

— Kwiatek, A., Kobes, M, Olejnik, K., Piekarowicz, A. (2004).
DNA methyltransferases from Neisseria meningitidis and Neisseria gonorrhoeae
FA1090 associated with mismatch nicking endonucleases. Microbiology, 50, 1713-
22; doi: 10.1099/mic.0.27011-0;

W pierwszej pracy przedstawiono analize genetyczna locus zawierajgcego geny
systemu RM typu I NgoAV kodowanego przez N. gonorrhoeae FA1090. Locus ten
obejmuje AsdM kodujgcy podjednostke metylotransferazy, hsdR kodujacy podjednostke
endonukleazy restrykcyjnej, orf2 kodujacy homolog DinD oraz hsdSI i hsdS2 kodujace
podjednostki odpowiedzialne za specyficznosé. Z dwoch podjednostek odpowiedzialnych
za specyficznosé, tylko hsdSI koduje aktywne biatko. Ponadto w pracy wykazano, ze
biatka kodowane przez hsdM i hsdR wykazuja wysoka homologi¢ do systemu RM
EcoR 12411 wskazujac, ze system NgoAV nalezy do podtypu IC systeméw RM. Ustalono
réwniez specyficznosé systemu RM NgoAV. System ten rozpoznaje sekwencje
5° GCANTGC 3° (N=A/T/C/G).

W drugiej z prac przedstawiono charakterystyke kodowanych przez
N. gonorrhoeae i N. meningitidis m5C-MTaz DNA, ktérych geny leza w sasiedztwie
genéw kodujacych endonukleazy Vsr. Kodowane przez N. meningitidis metylotransferazy
M.NmeAl i M.NmeDI sa aktywne in vitro. Metylotransferaza M.NmeDI rozpoznaje
zdegenerowang sekwencje 5' RCCGGB 3' (R=A/G, B=G/C/T) i metyluje drugi nukleotyd
w obydwu niciach rozpoznawanej sekwencji. Enzym wykazuje wigksze powinowactwo do
hemimetylowanej  zdegenerowanej sekwencji niz  niezmetylowane] sekwencji.
W poréwnaniu z innymi m5C-MTazami rozpoznajacymi sekwencjg 5’ RCCGGY 3!,

M.NmeDI zawiera dodatkowa domeng TRD (TRD ang. farget recognizing domain),
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odpowiedzialng za rozpoznanie sekwencji zdegenerowanej. M.MmeAl rozpoznaje
sekwencje 5' CCGG 3' i modyfikuje drugg cytozyng w obydwu niciach rozpoznawanej
sekwencji. Kodowane przez N. gonorrhoeae FA1090 homologi m5C-MTaz M.NmeAl
i M.NmeDI — M.NgoAORFC713P i M.NgoAORFC703P sg nieaktywne.

b) Osiagniecia naukowo-badaweze po uzyskaniu stopnia doktora:

Wplyw ekspresji systemow restrykeji-modyfikacji na fizjologie i patogennos¢

Neisseria gonorrhoeae

— Kwiatek, A., Mrozek., A, Bacal, P., Piekarowicz, A., Adamczyk-Poplawska, M.
(2015). Type IIl methyltransferase M.NgoAX from Neisseria gonorrhoeae FA1090
regulates biofilm formation and interactions with human cells. Front Microbiol
6:1426; doi: 10.3389/fmicb.2015.01426;

— Kwiatek, A., Bacal, P., Wasiluk, A, Trybunko, A., Adamczyk-Poplawska, M.
(2014). The dam replacing gene product enhances Neisseria gonorrhoeae FA1090
viability and biofilm formation. Front Microbiol 5:712;
doi: 10.3389/fmicb.2014.00712;

W obu pracach badano znaczenie biologiczne zmiennych fazowo systeméw RM
w biologii molekularnej i fizjologii N. gonorrhoeae. Jedna z prac dotyczy roli systemu RM
NgoAX typu 111, a druga endonukleazy Drg, kodowanej przez gen drg (ang. dam replacing
gene), ktory w toku ewolucji powstat poprzez wstawienie w locus, zawierajacy gen dam,
innego genu. Dodatkowo zbadany zostat szczep, w ktorym gen drg zostal zastapiony
genem dam z N. meningitidis FAM18.

Inaktywacja, zaréwno genu mod kodujacego podjednostke modyfikacyjng systemu
RM NgoAX, jak i genu drg skutkuje zmianami w globalnym transkryptomie
N. gonorrhoeae. Inaktywacja genu mod systemu RM NgoAX powoduje, co najmniej
2-krotng, zmiane ekspresji 121 genow w poréwnaniu do szczepu dzikiego. Wsréd 83
genéw o zwigkszonej ekspresji s3, m.in. geny kodujace biatka zaangazowane w replikacje
i naprawe DNA lub w formowanie blony i otoczki, natomiast wsrod 38 gendw
o obnizonej ekspresji sa geny, ktorych produkty biorg udzial w wytwarzaniu energii.
Inaktywacja genu drg prowadzi do przynajmniej 1,5-krotnej zmiany ekspresji 195 genow.
Zmianie ulega gfownie ekspresjia genow, ktorych produkty biatkowe uczestnicza
w replikacji i naprawie DNA, translacji oraz formowaniu btony i $ciany komoérkowej.

Insercja genu dam w gen drg skutkuje zmiang ekspresji 240 gendw, wsrod ktorych
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najliczniejsza grupg stanowia geny kodujace biatka uczestniczace w wytwarzaniu energii
oraz metabolizmie aminokwasow.

Inaktywacja, zaréwno genu mod kodujacego podjednostke modyfikacyjng systemu
RM NgoAX, jak i genu drg skutkuje takze zmianami fenotypowymi wptywajac na wzrost,
formowanie biofilmu i oddziatywanie z ludzkimi komérkami nabtonkowymi. Brak
aktywnej metylotransferazy M.NgoAX zmniejsza adhezje¢ oraz wzmacnia inwazyjnos¢
gonokokéw, natomiast inaktywacja genu drg skutkuje zmniejszong Zywotnoscia
N. gonorrhoeae, W konsekwencji prowadzac do zaburzen we wzrodcie i tworzeniu
biofilmu oraz obnizenia adhezji do komorek nabfonkowych.

Ponadto, wykazano, ze gen drg koduje aktywna endonukleaze restrykcyjng
o specyficznosci G™ATC (™A - N6-metyloadenina).

Podsumowujac, w pracach wykazano, ze ekspresja zaréwno nalezacej do typu I11
systeméw RM, metylotransferazy M.N g0AX jak i endonukleazy restrykeyj nej Drg wplywa
na transkryptom oraz fenotyp N. gonorrhoeae. W ten sposob przeprowadzone badania
potwierdzity koncepcj¢ tzw. .phasevarion” czyli grupy genow, ktore podlegaja wspdlnej
kontroli ekspresji poprzez zmiennosé fazowg systeméw RM oraz wykazaty, ze badane
systemy RM zaangazowane sa nie tylko w ochrong przed wnikaniem obcego DNA do
komorek, ale maja takze znaczenie fizjologiczne wplywajac na oddziatywanie gonokokow
z komérkami gospodarza i lepsze przystosowanie do zajmowanej niszy ekologicznej.

Charakterystyka bakteriofaga Ngo®6 Neisseria gonorrhoeae FA1090

- Piekarowicz, A., Ktyz, A., Majchrzak, M., Szczesna, E., Piechucki, M., Kwiatek,
A., Maugel, T.K., Stein, D.C. (2014). Neisseria gonorrhoeae filamentous phage
Ngo®6 is capable of infecting a variety of Gram-negative bacteria. J Virol.,
88:1002-10; doi: 10.1128/1V1.02707-13;

Bakteriofagi sa kolejnym elementem horyzontalnego transferu gendéw, ktory
wplywa na rearanzacj¢ genomu bakteryjnego i ewolucj¢ mikroorganizmow. W genomie
N. gonorrhoeae wystgpuje kilka profagéw, w tym bedacy prototypem gonokokowych
fagow nitkowatych Ngo®6, ktorego materiatem genetycznym jest jednoniciowy DNA
[33].

W pracy skonstruowano i scharakteryzowano, pochodzacy od faga Ngo®6, fagmid.
Uwolnione z fagmidu czastki sg infekcyjne, moga wywotywaé stan lizogenii i namnazac
sie nie tylko w N. gonorrhoeae, ale w roznorodnych taksonomicznie odlegtych Gram-

ujemnych bakteriach nalezacych do o-proteobakterii (Paracoccus methylutens),
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B-proteobakterii (Neisseria sicca) i y-proteobakterii (E. coli, Haemophilus influenzae
i Pseudomonas sp.). Ngo®6 jest pierwszym opisanym nitkowatym bakteriofagiem
o szerokim spektrum gospodarza. Ponadto, w odrdznieniu od innych fagéw nitkowatych,
Ngo®6 infekuje komorki gospodarza przez mechanizm niezalezny od mniejszego biatka
kapsydu, a wywofanie stanu lizogenii nie wymaga obecnosci aktywnej profagowej
integrazy.
Charakterystyka metylotransferazy RNA Campylobacter jejuni

- Satamaszynska-Guz, A., Taciak, B., Kwiatek, A., Klimuszko, D. (2014).

The Cj0588 protein is a Campylobacter jejuni RNA methyltransferase. Biochem

Biophys Res Commun. 448:298-302; doi: 10.1016/j.bbrc.2014.04.104;

Katalizowana przez metylotransferazy metylacja RNA jest powszechng
postranskrypcyjna modyfikacja kwasu rybonukleinowego. Praca dotyczy biatka CjO588 -
jednej z metylotransferaz RNA Campylobacter jejuni. Cj0588 jest, nalezacg do rodziny
TlyA(l), 2'-O-metylotransferaza. Metylacja rRNA katalizowana przez Cj0588 wptywa na
biologic C. jejuni. Obecnos¢ genu c¢j0588 jest istotna dla stabilnos$ci rybosomow
i whasciwoséci C. jejuni. Brak biatka Cj0588 powoduje nagromadzenie si¢ rybosomalnych
podjednostek 50S, zmniejszenie ilosci funkcjonalnych rybosoméw oraz wzrost opornosci
na kapreomycyng.
Analiza modulaciji ekspresii genu inwazyny Yersinia enterocolitica

- Raczkowska, A., Brzostkowska, M., Kwiatek, A., Bielecki, J., Brzostek, K. (2011).

Modulation of inmv gene expression by the OmpR two-component response
regulator protein of Yersinia enterocolitica. Folia Microbiol (Praha). 56, 313-9;
doi: 10.1007/s12223-011-0054-9;

Inwazyna InvA jest wczesnym czynnikiem wirulencji Yersinia enterocolitica.
Ekspresja inwazyny InvA w odpowiedzi na sygnaty $rodowiskowe jest regulowana przez
kilka biatek, m.in. przez biatko RovA.

Praca dotyczy wptywu regulacji ekspresji genu inwazyny przez dwusktadnikowy
szlak transdukcji sygnatu EnvZ/OmpR, ktory jest zaangazowany Ww osmoregulacje
odpowiadajac na zachodzace w $rodowisku zmiany osmolarnosci. EnvZ jest kinazg
posiadajaca osmosensoryczng domeng, natomiast biatko OmpR jest biatkiem
regulatorowym. W pracy  wstepnie zbadano znaczenie biologiczne zaleznej

od EnvZ/OmpR ekspresji genu inv kodujacego inwazyng InvA. Proba okreslenia wptywu
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biatka OmpR na pozytywne (biatko RovA) i negatywne (biatko H-NS, ang. histone-like
nucleoid structuring protein) regulatory inwazyny, wykazata, ze biatko OmpR obniza
zalezng od RovA aktywacjg inwazyny. Z kolei biatko RovA moze aktywowal ekspresje
inwazyny bez wzgledu na obecnos¢ biatka H-NS. Ponadto w pracy zademonstrowano, ze
kinaza EnvZ nie jest tylko regulatorem fosforylacji biatka OmpR.

Mechanizm reakeji katalizowanej przez rekombinazy tyrozynowe

- Ma, C.H., Kwiatek, A., Bolusani, S, Voziyanov, Y., Jayaram, M. (2007).

Unveiling hidden catalytic contributions of the conserved His/Trp-III in tyrosine
recombinases: assembly of a novel active site in Flp recombinase harboring alanine
at this position. J Mol Biol. 368, 183 — 196; doi: 10.1016/j.jmb.2007.02.022;

- Du, Q., Livshits, A., Kwiatek, A., Jayaram, M., Vologodskii, A. (2007). Protein-
induced local DNA bends regulate global topology of recombination products.

J Mol Biol. 368, 170 — 182; doi: 10.1016/j.jmb.2007.02.010;

Obie prace dotyczag mechanizmu reakeji katalizowanej przez rekombinazy
tyrozynowe. Pierwsza z nich dotyczy aminokwaséw zaangazowanych w reakcje
katalityczng, druga topologii DNA ulegajacego rekombinacji.

W reakcji katalitycznej przeprowadzanej przez rekombinazy tyrozynowe kluczowe
znaczenie ma nie tylko tyrozyna nalezaca do centrum aktywnego, ale takze konserwowane
histydyna lub tryptofan w pozycji 330. W rekombinazach, Flp kodowanej przez 2 pm
plazmid Saccharomyces cerevisiae i Cre kodowanej przez bakteriofaga P1, w pozycji 330
znajduje si¢ Trp. W pracy wskazano mozliwe znaczenie biologiczne wystgpowania Trp
w tym miejscu, pomimo tego, ze wymiana Trp330 na Phe zwigksza aktywnos¢
rekombinacyjng Flp. Koniecznos¢ wystgpowania w tej pozycji Trp wynika
prawdopodobnie z zaangazowania Trp330 w aktywacje cietego wiazania fosfodiestrowego
i odsuniecie reszty hydroksylowej oraz wigzania wodoru, a takze z charakterystycznej
pozycji tej reszty aminokwasowej W strukturze kompleksow rekombinacyjnych
powstajacych w czasie reakcji katalizowanej przez Flp. Ponadto, mozliwo$¢ supresji
zmiany Trp330Ala przez Ala339Met sugeruje prawdopodobny mechanizm odtwarzania
miejsca aktywnego w rekombinazie Flp oraz mozliwosé ewolucji nowych konfiguracji
centrum aktywnego rekombinaz tyrozynowych.

W wyniku dziatania rekombinaz tyrozynowych na superskrecony kolisty DNA
zawierajacy 2 miejsca rekombinacji powstajg 2 koliste czasteczki, ktére moga by¢

niepotaczone lub potaczone w katenaty. Topologiczna ztozonosé produktéw jest bardzo
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zmienna, nawet w przypadku podobnych systeméw rekombinacji, a katy zagigcia, phi,
utworzone w izolowanych miejscach rekombinacji przez wigzanie biatka przed ztozeniem
catego kompleksu, okreslajg topologie produktu. W pracy zbadano te zalezno$ci dla dwoéch
rekombinaz — Flp i Cre. Pomimo duzego podobiefistwa synaps dla tych rekombinazy,
dziatanie Cre na miejsca docelowe generuje gléwnie niezwigzane kota, podczas gdy Flp
daje wielokrotnie potaczone katenaty. Uzyskane wyniki sg istotne nie tylko dla poznania
mechanizmu dziatania rekombinaz tyrozynowych, ale takze przyczyniaja si¢ do pokazania,
w jaki sposéb mate ,,maszyny” biatkowe dziatajace lokalnie na duzych czasteczkach DNA
wykorzystuja wiasciwosci swoich substratow, aby uzyska¢ ukierunkowane globalne

zmiany w topologii.

6. Dane bibliometryczne.

- Sufnaryczny wspotczynnik oddziafywania czasopism, w ktérych ukaia%y si¢
wszystkie publikacje habilitanta, zgodnie z rokiem opublikowania (w przypadku
pracy z 2018 wykorzystano ostatnio dostgpng warto$¢ IF2017) - 47,01

- Liczba punktéw MNiSW za publikacje wszystkie publikacje habilitanta - 375

- Liczba cytowani wszystkich publikacji do dnia ziozenia wniosku (wg bazy WoS) -
69

- Liczba cytowan wszystkich publikacji do dnia ztozenia wniosku (wg bazy WoS),

bez autocytowan - 62

- Indeks Hirscha habilitanta (wg bazy WoS) - §
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