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AUTOREFERAT

1. Imig i nazwisko.

Monika Julita Adamczyk-Poptawska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe.

Stopien doktora nauk biologicznych (Biologie cellulaire et moléculaire) nadany przez
Uniwersytet Ludwika Pasteura (aktualnie Uniwersytet Strasburski) w dniu 4 wrze$nia
1998, Strasburg, Francja. Tytul rozprawy doktorskiej: ,.Effet des oxystérols sur le
glioblastome induit dans le systéme nerveux du rat: effet antiproliférant, antitumoral
et méchanisme d’action” - [Wplyw oksysteroli na rozwdj glejaka wielopostaciowego
zaindukowanego u szczura: efekt antyproliferacyjny, antynowotworowy oraz
mechanizm dzialania]. Promotorem w przewodzie doktorskim byt dr Marcel Mersel
(DR2, Laboratoire de Neurobiologie Moléculaire des Interactions Cellulaires
(LNMIC), UPR 416, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS), Strasburg,
Francja, a recenzentami prof. Pierre Benveniste (Institut de Biologie Moléculaire des
Plantes, Strasburg, Francja), dr André Ulmann (HRA-Pharma, Paryz, Francja) oraz
prof. Jean-Claude Horvat (Laboratoire de Neurobiologie, URA CNRS 1448,
Universit¢ René Descartes, Paryz, Francja) pod przewodnictwem prof. Guy
Vincendon (LNMIC, UPR 416, CNRS, Strasburg, Francja). Praca zostala wyrézniona
przez recenzentow (,,7rés honorable avec félicitations™).

Nostryfikacja dyplomu: 26 pazdziernika 1999 na Uniwersytecie Warszawskim,
Warszawa, Polska

5 rok studiéow na kierunku Biologia molekularna i komoérkowa (DEA: Dipléme
d’Etudes  Approfondies en Biologie moléculaire et cellulaire), specjalizacja
neurobiologia - odpowiednik pracy magisterskiej, dyplom uzyskany na Uniwersytecie
Ludwika Pasteura (aktualnie Uniwersytet Strasburski), Strasburg, Francja, w sesji
1992 - 1993

Tytul pracy magisterskiej: ,.Effet des oxystérols sur le glioblastome induit dans
le cerveau de ratr” - [Dziatanie oksysteroli wzgledem glejaka wielopostaciowego
wywotanego u szczura]. Opiekunem by} dr Marcel Mersel (DR2, LNMIC, UPR 416,
CNRS, Strasburg, Francja

Uzyskanie dyplomu magistra na kierunku Biochemia (,Magistére de Biochimie”) -
dyplom uzyskany po 4 roku studiéw na Uniwersytecie Ludwika Pasteura (aktualnie
Uniwersytet Strasburski), Strasburg, Francja, w sesji 1991 - 1992

Uzyskanie dyplomu licencjata na kierunku Biochemia (,,Licence de Biochimie”) -
dyplom uzyskany na Uniwersytecie Ludwika Pasteura (aktualnie Uniwersytet
Strasburski), Strasburg, Francja, w sesji 1990 - 1991

Uzyskanie dyplomu studiow ogolnouniwersyteckich DEUG (,Diplome d Etudes
Universitaires Générales™) - dyplom uzyskany po 2 roku studiéw w dziedzinie
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Biologii na Uniwersytecie Ludwika Pasteura (aktualnie Uniwersytet Strasburski),
Strasburg, Francja, w sesji 1989 - 1990

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w Jednostkach naukowych.

Od 1 pazdziernika 2012: starszy wyktadowca, Uniwersytet Warszawski, Wydziat
Biologii, Instytut Mikrobiologii, Zaklad Wirusologii, Warszawa

Grudzien 2000 - wrzesien 2012: adiunkt: Uniwersytet Warszawski, Wydziat Biologii,
Instytut Mikrobiologii, Zaklad Wirusologii, Warszawa

Grudzien 2004 - marzec 2006: urlop macierzynski/wychowawczy

Wrzesien 1999 - listopad 2000: adiunkt: Instytut Hematologii i Transfuzjologii,
Zaktad Biochemii, Warszawa

Pazdziernik 1998 - maj 1999: staz post-doc: Uniwersytet Manitoba, Zaktad Biochemii
1 Biologii Molekularnej (Department of Biochemistry and Molecular Biology).
Winnipeg, Kanada

1997 - 1998: asystent: praca dydaktyczna. Laboratoire de Neurobiologie Moléculaire
des Interactions Cellulaires - LNMIC (Laboratorium Neurobiologii Molekularnej
Oddziatywan Komorkowych), UPR 416, CNRS, Strasburg, Francja.

1993 - 1998: staz doktorski. LNMIC, UPR 416, CNRS, Strasburg, Francja

4. Wskazanie osiqgnigcia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
63, poz. 595 ze zm.).

a) Tytul osiggniecia naukowego

Zmienne fazowo systemy restrykeji-modyfikacji DNA i ich rola w patogennoSci bakterii
Neisseria gonorrhoeae

b) Publikacje wchodzqce w sklad osiggnigcia naukowego, ze szczegolowym omowieniem

indywidualnego wkiadu wnioskodawcy.

Adamczyk-Poplawska M, Kondrzycka A, Urbanek K, Piekarowicz A. 2003. Tetra-
amino-acid tandem repeats are involved in HsdS complementation in type IC
restriction-modification systems. Microbiology 149:3311-3319

IF2003 — 3,044; IF5.1ctni — 3,03; punkty MNiSW 30; liczba cytowan (wg bazy WoS) 7



il.

iii.

iv.
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Wkiad habilitanta: 75%. Planowanie do$wiadczen, wykonanie wiekszosci dogwiadczen,
opieka nad studentami (Kondrzycka A, Urbanek K) podczas wykonywania przez nich
badan, ktére weszty w sktad publikacji. Przygotowanie manuskryptu oraz rycin i tabel,
odpowiedzi na uwagi recenzentdw.

Adamczyk-Poplawska M, Lower M, Piekarowicz A. 2009. Characterization of the
NgoAXP: phase-variable type III restriction-modification system in Neisseria
gonorrhoeae. FEMS Microbiology Letters 300(1):25-35

IF2009 — 2,199; IF 5. tetni — 2,17; punkty MNiSW 20; liczba cytowan (wg bazy WoS) 7

Wkiad habilitanta: 60%. Autor korespondencyjny; wspétautorstwo koncepcji badan,
planowanie do$wiadczen, wykonanie czgsci do$wiadczen, opieka nad studentem
(Lower M) podczas wykonywania przez niego badan, ktére weszty w skiad publikacji.
Przygotowanie manuskryptu oraz rycin i tabel, odpowiedzi na uwagi recenzentéw.

Adamczyk-Poplawska M, Lower M, Piekarowicz A. 2011. Deletion of one nucleotide
within the homonucleotide tract present in the hsdS gene alters the DNA sequence
specificity of type I restriction-modification system NgoAV. Journal of Bacteriology
193(23):6750-6759

IF2011 — 3,825; IFsjetni — 3,11; punkty MNiSW 30 liczba cytowan (wg bazy WoS) 4

Wkiad habilitanta: 70%. Autor korespondencyjny, wspélautorstwo koncepcji badan,
planowanie do$wiadczen, wykonanie czesci do$wiadczen, opieka nad studentem
(Lower M) podczas wykonywania przez niego badan, ktére weszly w sktad publikacji.
Przygotowanie manuskryptu oraz rycin i tabel, odpowiedzi na uwagi recenzentow.

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. Frontiers in Microbiology 5:712

IF2015 — 3,989; IFs.1eti — 4,17; punkty MNiSW 35; liczba cytowan (wg bazy WoS) 2

Wkiad habilitanta: 70%. Autor korespondencyjny, autorstwo koncepcji badan,
zaplanowanie  do$wiadczen, pozyskanie finansowania badan (grant numer
NN303816940), wykonanie czesci doswiadczen, opieka nad studentami (Wasiluk A,
Trybunko A) podczas wykonywania przez nich badan, ktére weszly w sktad publikacji.
Analiza wynikéw mikromacierzy oraz zdeponowanie danych mikromacierzy
ekspresyjnych w migdzynarodowej bazie danych GEO (NCBI), przygotowanie
manuskryptu oraz rycin i tabel, korespondencja z recenzentami.

Kwiatek A, Mrozek A, Bacal P, Piekarowicz A, Adamczyk-Poplawska M. 2015. Type
III methyltransferase M.NgoAX from Neisseria gonorrhoeae FA1090 regulates biofilm
formation and interactions with human cells. Frontiers in Microbiology 6:1426

IF2015 — 3,989; IF 5 jemi — 4,17; punkty MNiSW 35; liczba cytowan (wg bazy WoS) 0

Wktad habilitanta: 70%. Autor korespondencyjny, wspotautorstwo koncepcji badan,
zaplanowanie  doswiadczen, pozyskanie finansowania badan (grant numer
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NN303816940), wykonanie czesci doswiadczen, opieka nad studentka (Mrozek A)
podczas wykonywania przez nig badaf, ktore weszly w sklad publikacji. Analiza
wynikéw mikromacierzy ekspresyjnych oraz zdeponowanie danych z mikromacierzy
w migdzynarodowej bazie danych GEO (NCBI). Przygotowanie manuskryptu oraz
rycin i tabel, korespondencja z recenzentami.

- Sumaryczny wspétezynnik oddziatywania czasopism., w ktorych ukazaly sig
publikacje wchodzace w  sklad osiggnigcia naukowego, zgodnie z rokiem
opublikowania (w przypadku pracy z 2015 wykorzystano ostatnio dostepna warto$¢
[F2014) - 17,046

- Liczba punktow MNiSW za publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego -
150

- Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego do dnia
zlozenia wniosku (wg bazy Web of Science) - 20

¢) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

»ZMIENNE FAZOWO SYSTEMY RESTRYKCJI-MODYFIKACJI DNA 1 ICH ROLA
W PATOGENNOSCI BAKTERII NEISSERIA GONORRHOEAE”

WSTEP

Systemy restrykcji-modyfikacji (RM) DNA zostaly odkryte u Escherichia coli
w potowie XX wieku (Bertani & Weigle, 1953; Luria & Human, 1952). Dotychczas obecnosé
tych systemow wykazano wytacznie u organizméw prokariotycznych - bakterii i archeonéw
oraz u bakteriofagéw (Bickle, 2004; Murray, 2000). Wystepowanie systeméw RM
odnotowano takze u wiruséw atakujacych jednokomoérkowe algi z rodzaju Chlorella (Xia
et al., 1986a; Xia ef al., 1986b).

Systemy RM, poza nielicznymi wyjatkami, skladajg si¢ z dwoéch aktywnosci
katalitycznych: endonukleolitycznej i modyfikacyjnej (metylujgcej). Metylotransferazy DNA
katalizujg przeniesienie grupy metylowej na adenine (w pozycji N6) lub na cytozyne
(w pozycjach N4 lub CS5). Donorem grupy metylowej jest S-adenozylo-metionina (AdoMet).
Enzymy zwane endonukleazami restrykcyjnymi odpowiedzialne sa za hydrolize wigzan
fosfodiestrowych w DNA, pomigdzy cukrem, a fosforanem. Zaréwno metylotransferaza, jak
i endonukleaza restrykcyjna, nalezace do jednego systemu RM, rozpoznajg te¢ sama,
specyficzng, sekwencj¢ nukleotydowa w dwuniciowym DNA. W klasycznych systemach RM,
endonukleazy restrykcyjne przecinajg dwie nici DNA, jezeli nie jest on zmodyfikowany przez
towarzyszacg metylotransferaze (Bickle, 2004; Roberts ef al., 2003; Vasu & Nagaraja, 2013).

W oparciu o réznice w budowie i organizacji systeméw RM, w sposobie ciecia,
atakze wymagania tych systeméw wzgledem kofaktoréw reakcji, systemy RM zostaty
podzielone na 4 Typy (Roberts et al., 2003). Systemy Typu I kodowane sg przez trzy geny:
hsdS, hsdM 1 hsdR. Osobno, zaden z produktdow tych genéw nie ma aktywnosci
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enzymatycznej. Podjednostki HsdM i HsdS tworzg aktywna katalitycznie metylotransferaze,
aich kombinacja z podjednostka HsdR enzym o aktywnos$ci endonukleolitycznej
i metylacyjnej. W przypadku systeméw RM Typu I obie reakcje, metylacji i hydrolizy wigzan
w DNA, wymagaja obecnosci ATP. Cigcie nastgpuje po translokacji DNA przez kompleks
enzymatyczny w przypadkowym miejscu, odleglym od rozpoznawanej sekwencji.
Specyficznos¢ systemow Typu I jest determinowana przez podjednostke HsdS. Systemy RM
Typu II s najprostsze jezeli chodzi o organizacje, poniewaz skladajg si¢, z nielicznymi
wyjatkami, z dwoch strukturalnie i funkcjonalnie niezaleznych enzymow: endonukleazy
restrykcyjnej i metylotransferazy. Oba enzymy rozpoznajg te sama sekwencje w DNA,
acigcie nastgpuje wscisle okreslonym miejscu, zazwyczaj w obrgbie rozpoznawanej
sekwencji lub tuz poza nig (ale istnieja liczne wyjatki od tej reguty). Systemy RM Typu III
sktadaja si¢ tylko z dwoch bialek, ale aktywnosé endonukleazy restrykcyjnej uzyskana jest
dzigki formowaniu kompleksu pomiedzy produktem genu res, a podjednostkg Mod
o aktywnosci metylotransferazy (kodowanej przez gen mod). Do Typu IV zaklasyfikowano
natomiast rézne niestandardowe enzymy. Endonukleazy restrykcyjne Typu IV rozpoznajg
i tng w zmodyfikowanych sekwencjach DNA tzn. metylowanych, hydroksymetylowanych lub
glukosyl-hydroksymetylowanych (Roberts et al., 2003). Systemy Typu II, a szczegélnie
endonukleazy zostaly dos¢ gruntownie przebadane ze wzgledu na ich szerokie zastosowanie
w biologii molekularnej i biotechnologii (Roberts ef al., 2003). Systemy RM Typu III sa
najmniej liczne i jak dotad scharakteryzowano zaledwie kilkunastu Jjego przedstawicieli (Rao
et al., 2014; Williams, 2003).Za gtéwng funkcje metylotransferaz DNA, bedacych czescig
systemow RM uwaza si¢ znakowanie DNA, dzieki ktéremu wiasny materiat genetyczny jest
chroniony przed degradacja przez aktywne endonukleazy restrykcyjne. Niszczony jest za to
obcy DNA, np. bakteriofagowy (Vasu & Nagaraja, 2013). Oprocz udziatu w funkcji obronne;j
komorki przed inwazjg fagéw lub innym obcym DNA, dla metylacji DNA u organizméw pro-
1 eukariotycznych postulowana jest takze dodatkowa rola jako znacznika epigenetycznego,
zwigkszajacego informacje zawarte w sekwencji DNA (Fox et al., 2007; Srikhanta et al.,
2009; Srikhanta et al., 2010; Srikhanta et al., 201 1). U organizméw wyzszych, np. czlowieka
zaburzenia epigenetyczne mogg skutkowac nieprawidlowym funkcjonowaniem organizmu
i powstaniem wielu choréb (Girardot et al., 2013). U prokariota wykazano, ze metylacja
DNA, poprzez samotne metylotransferazy typu Dam, reguluje, migdzy innymi, ekspresje
genow, inicjacj¢ replikacji DNA oraz postreplikacyjna naprawg DNA (Low et al., 2001).
Przez diugi okres czasu, metylotransferazom bedacym czgscig systemOéw RM przypisywano
rol¢ wylacznie ochronng. Wyniki badan sugeruja, ze ekspresja genéw kodujacych systemy
RM moze ulega¢ zmiennosci fazowej. Zmiana wzoru metylacji mogtaby rzutowaé na
modulacje poziomu ekspresji okreslonych genéw, a to z kolei przekladatoby si¢ na zmiany
w fenotypie bakterii (Fox et al., 2007; Srikhanta et al., 2010; Srikhanta ef al., 2011). W roku
2005 Srikhanta i wsp. (Srikhanta et al., 2005) zaproponowali koncept tzw. ,,phasevarion”,
ktory zdefiniowali jako grupe genéw wspdlnie regulowanych przez zmienne fazowo
metylotransferazy DNA nalezace do systeméw RM. Zmienno$é fazowa to proces
odwracalnego przefaczania (wlaczania i wylaczania) ekspresji genow (De Bolle ef al., 2000).
Dzigki zmiennosci fazowej komoérki bakteryjne moga zmienia¢, w spos6b odwracalny, swoj
fenotyp. Prowadzi to do réznorodnosci fizjologicznej w obrgbie jednej populacji bakterii
i dzigki temu zwigksza si¢ potencjat adaptacyjny tej populacji do roznych warunkow
srodowiskowych (Foley, 2015; Salaiin ef al., 2003). Zjawisko zmiennosci fazowej dotyczy
zarowno ekspresji genéw kodujacych biatka powierzchniowe, jak i tych kodujacych biatka
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wewnatrzkomoérkowe. Mechanizm zmiennosci ekspresji genéw moze by¢ powigzany ze
zmianami w sekwencji DNA, rekombinacja, ale takze ze znakowaniem epigenetycznym,
w ktorym uczestniczg metylotransferazy DNA. Zmienno$é wydaje si¢ by¢ procesem
losowym, jednakze nie mozna wykluczy¢ jej modulacji poprzez czynniki zewngtrzne
i warunki $rodowiskowe, a takze dziatania presji selekcyjnej (van der Woude & Baumler,
2004; van der Woude, 2006). Zmiennos¢ fazowa jest bardzo intensywnie badana w wielu
gatunkach bakterii patogennych np. Salmonella enterica sv. Typhimurium, Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Pasteurella haemolytica
i Moraxella catarrhalis. Jednakze zjawisko to zaobserwowano takze wérdéd bakterii
niepatogennych, jak np. komensalnych przedstawicieli rodzaju Neisseria (De Bolle et al.,
2000; Foley, 2015; Salaiin ef al., 2003; Snyder et al., 2001; van der Woude & Biumler,
2004).

Bakterie N. gonorrhoeae (gonokoki) cechuje niezwykta zmiennosé antygenowa, ktora
wyraza si¢ zmienno$cig w ekspresji biatek powierzchniowych, np. biatek blonowych, fimbrii
oraz lipopolisacharydow. Jest to zwigzane z unikaniem dziatania ukladu odpornosciowego
cztowieka (Cohen & Sparling, 1992; Gray-Owen et al., 1997). Gonokoki to gram ujemne
ziarniaki, ktore s czynnikiem etiologicznym rzezaczki, choroby przenoszonej droga plciowa.
Infekcje gonokokowe dotycza ukladu plciowo-moczowego zaréwno kobiet jak 1 mezczyzn.
U kobiet, infekcja pierwotna zaczyna sie gtéwnie od komoérek endometrium szyjki macicy,
au mezczyzn, od komérek cewki moczowej. Zdolno$é opanowania dwéch zupetnie réznych
nisz ekologicznych, sugeruje ogromny potencjal adaptacyjny gonokokéw (Cohen & Sparling,
1992). Nieleczone lub nieefektywnie leczone infekcje doprowadzaja do rozprzestrzenienia si¢
bakterii na caly uktad moczowo-plciowy a nawet na inne, odlegle, organy np. stawy lub serce
(Holmes, 1999). Infekcja moze skutkowaé zapaleniem opon mozgowych lub innymi
komplikacjami. N. gonorrhoeae przenosi si¢ takze z zainfekowanych matek na noworodki
i moze doprowadzi¢ do $lepoty. Wykazano, ze infekcja dwoinka rzezaczki zwigksza ryzyko
infekcji wirusem HIV (Jarvis & Chang, 2012). Dane literaturowe wskazujg na okoto 88
milionéw przypadkéw zakazen gonokokami rocznie. W roku 2012, Swiatowa Organizacja
Zdrowia (WHO) oglosita alarm zwigzany z pojawieniem sie szczepéw N. gonorrhoeae
opornych nawet na cefalosporyny, ktore do tej pory wydawaty sie lekiem ostatniej szansy
w leczeniu infekcji gonokokowych. Naukowcy i lekarze zobowigzani zostali do opracowania
nowych metod zwalczania Neisseria. Poznanie biologii tego mikroorganizmu, jego
mechanizmu patogennosci, infekcyjnosci i inwazyjnosci jest pierwszym krokiem do
opracowania nowych, skutecznych metod zwalczania infekcji gonokokowej oraz
zapobiegania im.

Celem mojej pracy bylo zbadanie powigzania fenotypowej zmiennosci
N. gonorrhoeae oraz jej potencjalu adaptacyjnego do réznych srodowisk, z licznie
wystepujacymi u gonokokéw systemami RM DNA. Jako organizm modelowy wybratam
szczep N. gonorrhoeae FA1090, ktory koduje az 16 systeméw RM, w tym dwa typu I, dwa
typu III oraz kilkanascie typu II (Stein ef al., 1995). W momencie rozpoczecia przeze mnie
zaplanowanych badan nie bylo zadnych danych literaturowych dotyczacych systeméw RM
Typu Il u N. gonorrhoeae i tylko jedna praca wstepnie opisujaca jeden z systeméw Typu 1.
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Wyniki badan, ktore stanowig podstawe przedstawionej rozprawy habilitacyjnej
podzielitam na dwa etapy:

— Charakteryzacj¢ nieznanych systeméw RM, ktére mogtyby ulega¢ zmiennos$ci
fazowej

— Analiz¢ wpltywu zmiennosci fazowej systeméw RM na patogennos¢ bakterii
N. gonorrhoeae

CHARAKTERYSTYKA ZMIENNYCH FAZOWO SYSTEMOW RESTRYKCJI-MODYFIKACJI DNA
KODOWANYCH PRZEZ NEISSERIA GONORRHOEAE FA1090

PUBLIKACIJE HABILITANTA W/W TEMACIE

Adamczyk-Poplawska M, Kondrzycka A, Urbanek K, Piekarowicz A. 2003. Tetra-amino-
acid tandem repeats are involved in HsdS complementation in type IC restriction-modification
systems. Microbiology 149:3311-3319

Adamczyk-Poplawska M, Lower M, Piekarowicz A. 2009. Characterization of the NgoAXP:
phase-variable type III restriction-modification system in Neisseria gonorrhoeae. FEMS
Microbiol Lett. 300(1):25-35

Adamczyk-Poplawska M, Lower M, Piekarowicz A. 2011. Deletion of one nucleotide within
the homonucleotide tract present in the hsdS gene alters the DNA sequence specificity of type
I restriction-modification system NgoAV. J Bacteriol. 193(23):6750-6759

Poczatkowe badania dotyczyly systemu NgoAV, nalezacego do Typu I systeméw RM
i rozpoznajgcego quasi palindromiczng w sekwencje DNA: GCANTGC (Piekarowicz ef al.,
2001). Systemy RM Typu I podzielone sg na kilka podrodzin od IA do IE. Podziat ten oparty
jest na homologii sekwencji aminokwasowej poszczegdlnych podjednostek, kolejnosci genow
kodujgcych podjednostki, lokalizacji genéw na chromosomie lub plazmidzie, mozliwosci
hybrydyzacji DNA kodujgcego systemy, ale przede wszystkim na komplementacji
podjednostek (Gubler et al., 1992; Murray, 2000). Komplementacja podjednostek polega na
mozliwosei ich wymiany pomigdzy systemami nalezacymi do tego samego podtypu bez
utraty aktywnosci enzymatycznej. Takie badania przeprowadzono np. dla archetypow
systemu Typu IC: EcoR124VII i EcoDXXI. Wymiana podjednostek HsdS pomiedzy tymi
systemami pozwolita na uzyskanie aktywnosci modyfikacyjnej i restrykcyjnej hybrydowych
komplekséw enzymatycznych ze specyficznoscia zalezng od uzytej podjednostki HsdS
(Gubler et al., 1992).

Podjednostka HsdS z systemu RM NgoAV wykazywata najwigksze podobienstwo
sekwencji aminokwasowej do wspomnianych wyzej podjednostek HsdS z systeméw
EcoR124I/IT i EcoDXXI Typu IC (Piekarowicz ef al., 2001). Jednakze zaden z testowanych
przez mnie wariantéw komplementacji, nie wykazywat aktywnosci metylacyjnej lub
endonukleolitycznej. Reasumujgc, pomimo homologii, podjednostki nalezace do archetypow
sytemu RM Typu IC z E. coli nie komplementowaty z podjednostkami systemu NgoAV.
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Badajgc system EcoR124V/II, Kneale wykazal, ze za oddzialywania pomiedzy
podjednostkami tworzacymi jeden system RM oraz za rozpoznawanie specyficznej sekwencji
DNA odpowiedzialna jest podjednostka HsdS (Kneale, 1994). W podjednostce HsdSgcor 12411
wyodrgbniono 5 domen: dwie domeny TRD (ang. target recognition domain), wysoce
zmienne i rozpoznajace specyficzne sekwencje w DNA oraz trzy domeny CD (ang. conserved
domain), domeny konserwowane odpowiedzialne za prawidlowa konformacje¢ podjednostki
HsdS. Przeprowadzona przeze mnie szczegdlowa analiza sekwencji aminokwasowej
podjednostki HsdSngoav pozwolita na identyfikacje w jej w centralnej domenie CD motywu
aminokwasowego LEATLEATLEAE, natomiast w podjednostkach ~ HsdSgcor 124111
1 HsdSgeopxxi motywu TAEL, ktéry byt powtérzony dwu- lub trzykrotnie. Analizujgc
sekwencje aminokwasowe innych niescharakteryzowanych eksperymentalnie podjednostek
HsdS, ktorych sekwencje zdeponowane byly w bazie danych NCBI, wykazalam, ze
analogiczne powtérzone czteroaminokwasowe motywy znajduja sie w domenach CD wielu
innych systeméw RM typu IC. Motywy te mialy rézne sekwencje aminokwasowe
w zaleznosci od gatunku bakterii, ktory je kodowal. np. SAEL u Mycoplasma pheumoniae,
TSEL u Haemophilus influenzae, TELN u Helicobacter pylori lub EAEL u Xylella fastidiosa.
Motyw SAEL jest powielony az 15 razy w podjednostce MpnORFGP. Natomiast
w potencjalnym systemie Typu IC u Lactobacillus lactis powtérzony motyw w ogole nie

wystepuje.

Powyzsze obserwacje zasugerowaly istnienie podgrup komplementacyjnych w obrebie
rodziny Typu IC. Uzyskatam warianty sytemu RM NgoAV z usunieta sekwencja
LEATLEATLEAE oraz hybrydy z podstawiong, zamiast tego motywu, sekwencja
TAELTAELTAEL z HsdSgcori24n1. Badania wykazaly, ze zamiana motywu LEAT na TAEL
nie powoduje utraty aktywnosci systemu, ani nie zmienia specyficznogci systemu RM
NgoAV. Natomiast usuniecie motywu LEAT skutkuje utrata aktywnosci podjednostki
HsdSngoav. Okazalo sig wige, ze komplementacja podjednostek pomiedzy archetypami Typu
IC a podjednostkg HsdSngoav jest mozliwa, a kluczem jest obecnosé ,,whasciwego” motywu
w domenie CD.

Najwazniejszym odkryciem tej pracy bylo wykazanie zwiazku pomiedzy
komplementacjg podjednostek HsdS, a konserwowang domeng, a szczeg6lnie powtorzonym
czteroaminokwasowym motywem obecnym w tej domenie.

Podjednostka HsdSngoav rozni si¢ od podjednostek HsdS kodowanych przez archetypy
Typu IC EcoR124I/II lub DXXI nie tylko innym powtérzonym motywem, ale takze tym, ze
jest naturalnie skrocong podjednostka, zbudowang z 206 aminokwaséw, podczas gdy np.
podjednostka HsdSgeori241 zbudowana jest z 408 aminokwasow (Kneale, 1994). Jednakze,
analogicznie jak na koncu aminowym podjednostki HsdSgeor 12411, W podjednostce HsdSngoav
mozna wyr6zni¢ wczesniej wspomniane dwie domeny CD i jedng TRD. Analiza genomu
N. gonorrhoeae FA1090 wykazata obecno$¢ dwoch potencjalnych genéw, hsdS1 i hsdS2,
ktorych produkty wykazywatyby podobienstwo do znanych podjednostek HsdS. Jednakze
tylko gen hsdS1 koduje aktywne biatko, odpowiedzialne za specyficzno$é systemu RM
NgoAV (Piekarowicz et al., 2001). Wynika to z faktu, ze w sekwencji DNA, kodujacej gen
hsdS, znajduje si¢ kodon stop, ktory przedwczesnie konczy translacje. Kodon stop
poprzedzony jest traktem zlozonym z 7 guanin (polyG) na 3" koncu genu hsdS1. In silico,
delecja jednego nukleotydu (tyminy z kodonu stop lub guaniny z traktu polyG) w sekwencji
kodujgcej biatko HsdSngoav powoduje zmiane ramki odczytu. W takim przypadku powstaje
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jeden, dhugi gen AsdS, kodujacy peptyd o dhugosci 406 aminokwaséw. Dzieki manipulacjom
genetycznym in vitro, usungtam jeden nukleotyd w obrebie genu AsdSl, doprowadzajac do
delecji albo tyminy z kodonu stop albo jednej guaniny z traktu polyG. Powstate biatko HsdS
rozpoznaje inng sekwencje DNA. Ustalitam, ze specyficznos¢ systemu NgoAV zmienila sie
z GCAN3TGC na GCAN,STCA (S = G lub C). Wydhuzona podjednostka HsdS zawiera dwie
rozne domeny TRD, rozpoznajace specyficzne sekwencje nukleotydowe w DNA
i rozpoznawana sekwencja nie jest juz quasi palindromiczna.

Trakty nukleotydowe, zbudowane z powtarzajacych si¢ nukleotydéw, jak ten
zidentyfikowany w sekwencji genu AsdS1, moga by¢ przyczyna zmiennosci fazowe; poprzez
tzw. poslizg polimerazy DNA (ang. SSM-slipped strand misparing) (De Bolle et al., 2000;
Jordan et al., 2005). Postawitam hipoteze, ze w genie hsdS1 kodujgcym HsdSngoav dochodzi
W sposob naturalny do zmian w liczbie guanin, co skutkuje albo zmiang specyficznosci
systemu NgoAV i modyfikowaniem innych sekwencji w DNA lub wrecz dochodzi do
inaktywacji systemu RM.

W celu potwierdzenia tej hipotezy, opracowatam wlasng metode detekcji delecji
Jednego nukleotydu w trakcie polyG obecnym w genie AsdS1. Metoda opierala si¢ na technice
PCR (ang. polymerase chain reaction), na matrycy chromosomalnego DNA wyizolowanego
z N. gonorrhoeae FA1090 amplifikowatam krotki fragment DNA obejmujacy trakt polyG.
Zastosowanie polimerazy DNA o wysokiej wiernosci polimeryzacji zapewnilo wierne
odtworzenie natywnej sekwencji kopiowanego genomowego DNA. Zaprojektowany przeze
mnie wektor pozwalat na specyficzng identyfikacje produktu PCR zawierajacego trakt polyG
z genu hsdS1 zmniejszony o jeden nukleotyd. Zapewnita to reakcja barwna, bedaca efektem
ekspresji genu JacZ®, kodujacego fragment o B-galaktozydazy, w fuzji translacyjne;
z amplifikowanym traktem zawierajacym 6 zamiast 7 guanin. Wykonatam 8 réwnolegtych
eksperymentow, badajgc tacznie 5482 kolonie E. coli. Uzyskane rezultaty potwierdzity
prawidlowo$¢ i funkcjonalnosé zaproponowanej procedury. Zaobserwowalam 5.8 %
niebieskich kolonii. Sekwencjonowanie potwierdzito obecnosé 6 guanin zamiast 7 w trakcie
polyG w potowie przypadkéw. Reszta badanych klonéw zawierata inne, Jjednonukleotydowe
delecje w sekwencji nukleotydowej, np. w trakcie polyA, ktory takze znajduje sic w genie
hsdS1. Podsumowujge, zmiana specyficznosci systemu NgoAV powigzana jest
z odwracalnymi zmianami w liczbie guanin w trakcie polyG, obecnym w genie hsdS1, ktory
koduje podjednostke odpowiedzialng za specyficznos¢ systemu RM. Zmiana taka moze mie¢
miejsce w warunkach naturalnych. W populacji bakterii jednoczesnie koegzystuja komérki
zawierajace system NgoAV o réznych specyficznosciach. Proces ten wydaje si¢ zachodzi¢
samorzutnie, najprawdopodobniej jako skutek poslizgu polimerazy na dtugich homo-
nukleotydowych traktach (van der Woude & Béumler, 2004). W réznych ramkach odczytu
kodowana jest informacja o odmiennych wariantach podjednostek warunkujacych
specyficzno$¢ substratowa systemu RM NgoAV. Analogiczny efekt fenotypowy, mozliwosci
uzyskiwania réznych aktywnosci archetypow systemu IC, zademonstrowany byt wczesniej
metodami inzynierii genetycznej poprzez delecje czgéci genow kodujacych podjednostki
HsdS (Abadjieva ef al., 1993). Jednakze moje badania wykazaly, ze do znaczacej zmiany
fenotypu wystarczy delecja jednego nukleotydu w sekwencji nukleotydowej, ktéra zachodzi
samoistnie w komorkach N. gonorrhoeae. Sekwencjonowanie genomu N. gonorrhoeae
FA1090 pozwolito na identyfikacje dwéch genéw NGO0545 i NGO0546, ktérych produkty
wykazywaly podobienstwo do systeméw RM Typu III. Systemy RM Typu III zbudowane s
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z dwéch podjednostek Mod i Res. Podjednostka Mod odpowiedzialna jest za rozpoznawanie
specyficznej sekwencji w DNA oraz za aktywnos$¢ katalityczna metylotransferazy DNA.
Kompleks obu podjednostek Mod i Res tworzy aktywng endonukleaze restrykcyjng. Cigcie
dwuniciowego DNA ma miejsce poza rozpoznawang sekwencjg (oddalong o 25 - 27 nt) i jego
pozycja nie jest stata.

Moje badania potwierdzity hipoteze, ze geny NGO0545 i NGO0546 kodujg
odpowiednio podjednostki Mod i Res, tworzace klasyczny system RM Typu III, ktory
nazwano NgoAX. Okreslitam sekwencje rozpoznawang przez metylotransferaz¢ Modygoax -
CCAGG. Modyfikowana jest adenina i powstaje hemimetylowany produkt (modyfikowana
sekwencja zawiera tylko jedng adening). Wszystkie te cechy sg charakterystyczne dla
metylotransferaz nalezacych do systeméw RM Typu III (Dybvig et al., 2007; Fox ef al.,
2007).

Analiza sekwencji DNA genu NGO0545, kodujacego podjednostke Mod wykazata
12-krotne powtorzenie kierunkowych sekwencji CCAAC, i jednokrotne CCAAG na koncu 5°
tego genu. Przewidywania in silico wykazaly, ze delecja lub insercja jednego takiego motywu
mogg doprowadzi¢ do zmiany ramki odezytu, czego efektem jest skrocenie produktu genu
kodujgcego Mod i niepowstanie aktywnej metylotransferazy DNA. Postawilam hipoteze, ze
analogicznie do systemu RM NgoAV, modulacja liczby powtérzen w sekwencji genu
NGO0545 bedzie skutkowata zmiang fenotypu komorek N. gonorrhoeae oraz, ze zmiany te
beda zachodzity w bakteriach spontanicznie.

Poprzednio opracowany system do detekeji liczby guanin w trakcie polyG, obrazujgcy
sytuacje fizjologiczng w komérkach M. gonorrhoeae nie sprawdzit si¢ w przypadku dhugiej
sekwencji nukleotydowej. Badania nad zmienno$cia fazowa ekspresji genu NGO0545
przeprowadzitam wiec w ukladzie heterologicznym w Escherichia col. Wykorzystatam gen
reporterowy kodujacy biatko zielonej fluorescencji (ang. GFP - green fluorescent protein)
w fuzji translacyjnej z genem NGO0545 lub test krzyzowy (ang. cross streaking), w ktérym
badatam zdolnos¢ komérek E.  coli, transformowanych  wektorem plazmidowym
zawierajacym system NgoAX, do restrykcji bakteriofaga lambda.

Testy wykazaly, ze w komérkach E. coli dochodzi do zmian w liczbie powtorzonych
motywow w obregbie badanego rejonu genu NGO0545. Zmiana liczby powtorzen skutkuje
efektem fenotypowym: wylaczeniem (faza OFF) lub wlaczeniem (faza ON) aktywnosci
enzymatycznej systemu RM NgoAX. Badania z uzyciem bakteriofaga lambda wykazaly, ze
zmiana OFF do ON jest dwa razy czestsza niz ON do OFF. Ta obserwacja sugeruje, ze faza
ON moze by¢ korzystniejsza dla populacji bakterii niz faza OFF. Jest to prawdopodobnie
zwigzane z obecnoscig genu res oraz Jjego produktu podjednostki Res, odpowiedzialnej za
cigcie nukleolityczne. Byé moze, w przypadku obnizenia st¢zenia podjednostki Mod
i obecnosci podjednostki Res, w komérce dochodzi do sytuacji, gdzie przewaza aktywnosé
endonukloeolityczna systemu nad aktywnoscig modyfikacyjna. Taki stan bylby letalny dla
komoérek i dlatego tez zmiana OFF do ON Jest czestsza. Jedli ta hipoteza jest prawdziwa, to
mozna wnioskowa¢, ze zmienno$¢ fazowa systeméw RM Typu III nie jest zupeknie
przypadkowa, lecz ukierunkowana presja selekcyjna, wymuszong przez endonukleaze
restrykcyjng. Podobne ,,samolubne” zachowanie endonukleaz restrykcyjnych opisano dla
Typu II systeméw RM (Kobayashi, 2001). Sekwencjonowanie wyizolowanych plazmidowych
DNA potwierdzito, ze zmiany w aktywnogci systemu RM powigzane sg ze zmianami
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w liczbie powtdrzen pigcionukleotydowej sekwencji. Jednakze, zaobserwowatam takze duze
delecje w sekwencji genu mod. Podobne obserwacje opisano w literaturze dla drugiego
zmiennego fazowo systemu RM Typu III (NgoAXII) kodowanego przez N. gonorrhoeae
FA1090 (Srikhanta et al., 2009).

Podsumowujgc, scharakteryzowatam empirycznie nowy system RM Typu I1I NgoAX.
Ponadto dowiodlam, ze ekspresja genu kodujgcego podjednostkg Mod ulega zmiennosci
fazowej, powigzanej z hetero-nukleotydowymi powtdrzeniami, coO skutkuje modulacjg
aktywnosci enzymatycznej systemu RM NgoAX w E. coli.

GLOWNE OSIAGNIECIA W/W TEMACIE

- Scharakteryzowanie dwoch systeméw RM u N. gonorrhoeae FA1090. Zbadanie
organizacji domen aminokwasowych Ww podjednostkach odpowiedzialnych za
specyficzno$¢ systemu. Okreslenie ich specyficznosci

- Wykazanie, ze systemy RM NgoAV i NgoAX, kodowane przez N. gonorrhoeae
FA1090 moga ulegaé zmiennosci fazowej

- Wykazanie, ze zmienno$¢ fazowa badanych systeméw RM powigzana jest
7 obecno$cia homo-nukleotydowych lub hetero-nukleotydowych powtorzen, obecnych
w genach kodujacych podjednostki odpowiedzialne za rozpoznawanie specyficzne]
sekwencji w DNA

- Wykazanie, ze W wyniku zmienno$ci fazowej systeméw RM, moze dochodzi¢ do
wylgczenia systemu RM lub do zmiany jego specyficznosci

- Zaproponowanie, ze zjawisko zmiennodci  fazowej  genow  kodujacych
metylotransferazy nalezace do systemow RM moze podlega¢ presji endonukleazy
restrykeyjnej w przypadku systemow Typu 111

WPLYW EKSPRESJI SYSTEMOW RESTRYKCJI-MODYFIKACJI NA FIZJOLOGIE I PATOGENNOSC
NEISSERIA GONORRHOEAE

PUBLIKACJE HABILITANTA W/W TEMACIE

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

Kwiatek A, Mrozek A, Bacal P, Piekarowicz A, Adamczyk-Poplawska M. 2015. Type III
Methyltransferase M.NgoAX from Neisseria gonorrhoeae FA1090 Regulates Biofilm
Formation and Interactions with Human Cells. Front Microbiol. 6:1426

Drugi etap mojej pracy dotyczyl zbadania znaczenia biologicznego zmiennosci
fazowej systeméw RM w fizjologii komorki bakteryjnej. Aktualne badania sugerowaty, ze
systemy RM, poza rolg w obronie przez infekcjami bakteriofagowymi, moga takze wptywac
na wiele innych procesow (Vasu & Nagaraja, 2013). Przede wszystkim ukazaly sig
doniesienia dotyczace udziatu w epigenetyce i globalnej ekspresji genow nie tylko samotnych
metylotransferaz, ale takze metylotransferaz DNA, nalezacych do systemoéw RM (Fox ef al.,
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2007; Srikhanta et al., 2009; Srikhanta er al., 2010; Srikhanta et al., 2011). Kilku autorow
opisato kontroleg ekspresji genéw przez metylotransferazy Typu III u bakterii patogennych dla
cztowieka (Bayliss er al., 2006; Srikhanta et al., 2005; Srikhanta et al., 2009; Srikhanta et al..
2011). Postanowitam wige sprawdzié, czy wykazana przeze mnie zmienno$¢ fazowa systemu
NgoAX Typu III, ma znaczenie fizjologiczne i skutkuje zmianami w transkryptomie
gonokokdw.

Dokonatam poréwnania globalnego profilu transkrypcji genéw w szczepie dzikim
N. gonorrhoeae FA1090 oraz w stworzonym przez ze mnie wariancie ze zinaktywowanym
genem NGOO0545 kodujacym podjednostke Mod (zwanym tu mutantem delecyjnym). W tym
celu, wykorzystatam metode mikromacierzy ekspresyjnych. Dane literaturowe dotyczace
zar6wno izolacji RNA jak i mikromacierzy na modelu Neisseria, w momencie rozpoczecia
przeze mnie wspomnianych prac, byly szczatkowe. Poniewaz uniwersalne protokoly izolacji
RNA nie byly wydajne w stosowanych warunkach eksperymentalnych, opracowalam metode
izolacji RNA z komérek N gonorrhoeae hodowanych na podtozu stalym, uzupelnionym
hemoglobing. Zaprojektowatam takze macierz oligonukleotydow Agilent 034141, obejmujacg
wszystkie otwarte ramki odczytu (ang. ORF - open reading frame) zidentyfikowane
w genomie N. gonorrhoeae FA1090 (AE004969). W doswiadczeniu wykorzystatam metode
dwubarwnego znakowania cDNA. Do zbadania ekspresji w mutantcie delecyjnym w genie
mod oraz w szczepie dzikim wykorzystatam cztery powtorzenia biologiczne. W wyniku
przeprowadzonego eksperymentu uzyskalam ogromna pule¢ danych, ktorg metodycznie
przeanalizowatam dzieki specjalistycznemu oprogramowaniu GeneSpring pozwalajacemu na
statystyczne zbadanie i poréwnanie poziomu ekspresji gendw.

Inaktywacja genu mod systtmu RM NgoAX skutkuje zmianami w bakteryjnym
transkryptomie. Z badan wynika, ze poziom ekspresji 121 genéw (co stanowi 5,6% genomu)
jest, co najmniej dwukrotnie zmieniony w szczepie ze zinaktywowang metylotransferazg
NgoAX w porédwnaniu do szezepu dzikiego. 38 gendw jest slabiej, a 83 silnie; wyrazanych.
Geny zostaty podzielone na grupy homologiczne (ang. COG - cluster of orthologus genes) na
podstawie motywéw i domen, ktore mozna wyodr¢bni¢ w kodowanych przez te geny
biatkach. Wspélne domeny i motywy przypisane sg do konkretnego procesu komorkowego.
W badanym przypadku, u mutanta delecyjnego na WYZSzym poziomie, niz u kontrolnego
szczepu dzikiego, wyrazane byty geny kodujace biatka biorace udziat w replikacji i naprawie
DNA lub tez w formowaniu blony i otoczki. Natomiast poziom ekspresji gendw, ktérych
produkty braty udziat w wytworzeniu energii, byt nizszy. Wiele genow, ktorych ekspresja
ulega zmianie u mutanta delecyjnego, koduje produkty mogace bra¢ udzial w formowaniu
biofilmu oraz w interakcjach mig¢dzykomorkowych: np. potencjalne adhezyny z rodziny Maf,
bialko OpaD lub inne biatka biorace udzial w formowaniu pili.

Wplyw ekspresji metylotransferazy NgoAX na fizjologie komérki . gonorrhoeae
zbadalam poréwnujac zdolnog¢ szczepu dzikiego, mutanta delecyjnego oraz szczepu,
w ktérym dochodzito do komplementacji aktywnosci metylotransferazy Mod, do formowania
biofilmu oraz do oddziatywania z komérkami ludzkimi Srédbtonka.

Dzigki obserwacjom, pod mikroskopem konfokalnym, 24 godzinnego biofilmu,
formowanego przez badane szczepy N. gonorrhoeae na szkle, wykazalam, ze biofilm,
zbudowany z komorek z inaktywowanym genem kodujagcym NgoAX, posiada rozluzniong
strukturg, ktéra zapada sie podczas preparatyki probki do obserwacji pod mikroskopem



MonikaAdamezyk-Poplawska
Zalgcznik 4 [Autoreferat (w Jezyku polskim)]

elektronowym. Biofilm utworzony przez komorki, w ktérych zinaktywowano gen NGO0545,
Jest gesty i bierze w nim udzial wigksza liczba komérek niz w biofilmie tworzonym przez
komérki szczepu natywnego. Wydaje si¢ jednak, ze oddziatywania pomiedzy komérkami
bakteryjnymi s zaburzone.

W celu zbadania oddziatywan pomigdzy N. gonorrhoeae, a komérkami gospodarza,
zainicjowatam w Zakladzie Wirusologii hodowle tkankowe komérek nabtonka typu HeclB.
Sg to komérki raka endometrium macicy, ktére stanowig model do infekcji gonokokami (Ilver
et al., 1998). Ekspresja genu kodujacego podjednostke Modngoax lub brak tej ekspresji
wplywajg na oddzialywanie bakterii komérkami nabtonka na etapie adhezji do komorek
eukariotycznych oraz na etapie penetracji tych komérek. Moze to odzwierciedla¢ stan
fizjologiczny: bakterie regulujg swoje zdolnosci do adhezji i inwazji komoérek ludzkich
poprzez regulacje ekspresji genow zalezng od aktywnogci metylotransferazy nalezacej do
systemu RM NgoAX. Podobna rola systemoéw RM Typu III w wirulencji i patogennosci
opisana zostata niedawno u . meningitidis (Seib et al., 2015; Tan et al., 2016).

Fakt, ze samotne metylotransferazy np. Dam, odgrywaja ogromng rolg w fizjologii
komorek bakteryjnych jest od dawna znany. W komoérkach E. coli metylotransferaza Dam
bierze udzial w replikacji DNA, segregacji chromosomdw, naprawie postreplikacyjnej DNA
(ang. metyl-directed mismacth repair), reguluje ekspresje genéw oraz moduluje zmienno$é
fazowa (Casadests & Low, 2006; Marinus & Casadesus, 2009). Wyniki analiz
bioinformatycznych sugerujg, ze u Neisseriaceae w toku ewolucji doszto do wstawienia
W locus, zawierajacy gen dam, innego genu, nazwanego drg (ang. dam replacing gene)
(Cantalupo e al., 2001). Gen drg koduje biatko wykazujace niewielkie podobienstwo do
endonukleazy restrykcyjnej R.Dpnl z S pneumoniae (Siwek et al., 2012). Wykazatam
eksperymentalnie, ze podobnie, jak R.Dpnl, biatko Drg jest endonukleazg restrykcyjng
o specyficznosci sekwencji G™ATC (™A oznacza N6-metyloadening). Obecnogé aktywnosci
endonukleolitycznej Drg wyklucza koegzystencje w tej samej komorce enzymu typu Dam,
modyfikujgcego adenine w sekwencjach GATC. Zdarzenie ewolucyjne, ktére doprowadzito
do zmiany genotypu w /locus dam, majace zapewne globalny wplyw na fizjologie
Neisseriaceae, stalo sie inspiracjg do kolejnego etapu moich badan. Ich celem bylo
poroéwnanie fizjologii natywnego szczepu N. gonorrhoeae FA1090 j dwoch mutantow,
Jednego z delecja locus drg oraz drugiego, w ktérym gen drg zostal zastgpiony genem dam
z N. meningitidis FAMI8.

Dzigki technice mikromacierzy ekspresyjnych, wykazalam, ze poziom ekspresji 195
genow (8,94% wszystkich genow) jest zmieniony przynajmniej 1,5 razy w szczepie nie
wyrazajagcym drg. Zaburzona jest glownie ekspresja genow, ktorych produkty biorg udzial
w replikacji i naprawie DNA, translacji oraz formowaniu blony i $ciany komérkowej
(podwyzszona ekspresja). Inny jest tez profil transkrypcyjny Szczepu wyrazajacego
metylotransferaze Dam, w ktérym dochodzi do zmian w ekspresji az 240 genéw (11%
wszystkich genéw). W tym przypadku, najliczniejsza grupg stanowig geny, ktérych produkty
biora udzial w wytwarzaniu energii oraz metabolizmie aminokwasdw. W przypadku biatek
biorgcych udziat w translacji wigkszog¢ kodujacych je genow wykazuje nizszy poziom
ekspresji w komérkach eksprymujacych gen dam niz w szczepie natywnym. Ogélnie, brak
genu drg zmniejsza zywotnosé gonokokéw powodujac, ze trudniej tworzg one biofilm,
a takze gorzej rosna w hodowl; plynnej. Dziki szczep N. gonorrhoeae, czyli wyrazajacy drg,
wydajniej niz szczep nie wyrazajacy drg przyczepia sie do komérek ludzkiego nabtonka
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HeclB. Byé moze nabycie genu drg przez gonokoki wigzato sie z Jednoczesnym zdobyciem
zdolnosci do kolonizacji nowej niszy ekologicznej, komérek nabtonka macicy. Gen kodujacy
Drg, zawiera trakt homo-nukleotydowy trakt polyA (7 adenin) w czesci 5°. Tak wiec,
ekspresja Drg moze ulega¢ zmiennosci fazowej (analogicznie do genu /sdS1 kodujgcego
system NgoAV), co przekfadalby sie na zmiang ekspresji genéw i zmiany w potencjale
inwazyjnosci patogena. Opisane wyniki sugerujg, ze potencjalna regulacja ekspresji genu drg,
kodujacego endonukleaze restrykeyjng bedzie wplywaé na fizjologie Neisseria.

Reasumujac, wykazalam, ze gen drg z N. gonorrhoeae FA1090 koduje aktywna
endonukleaze restrykcyjng. Ponadto z ewolucyjnego punktu widzenia, to obecnog¢ genu drg
Jest najbardziej »Korzystna” dla M. gonorrhoeae podczas wzrostu bakterii, tworzeniu
biofilméw lub podczas adhezji do komoérek nablonka, Dodatkowo, po raz pierwszy zostal
wykazany wptyw regulacyjny biatka o aktywnosci endonukleazy restrykcyjnej na ekspresje
innych genéw. Mechanizm dziatania Drg pozostaje jednakze nieznany.

Dane dotyczace mikromacierzy ekspresyjnych zdeponowatam w migdzynarodowej bazie
danych GEO (ang. Gene Expression Omnibus) na serwerze NCBI (ang. National Center for
Biotechnology Information).

GLOWNE OSIAGNIECIA W/W TEMACIE

- Wykazanie, ze metylotransferazy nalezace do systeméw RM Typu III, moga
regulowa¢ ekspresje genéw, podobnie jak samotne metylazy DNA

- Wykazanie, po raz pierwszy, ze ekspresja endonukleazy restrykeyjnej nalezacej do
systemoéw RM wplywa na ekspresje innych genow

- Wykazanie, ze zmienno$¢ fazowa systemow RM powigzana jest ze zmiennoscig
fazowa innych genow: potwierdzono koncepcje tzw. | phasevarion” czyli grupy
genow, rozsianych po genomie, ktore podlegaja wspolnej kontroli ekspresji poprzez
zmienno$¢ fazowa systeméw RM

- Wykazanie, ze zmienno$¢ fazowa ekspresji genéw kodujacych systemy RM wplywa
na konkretne wlasciwosci komdrek bakteryjnych np. na patogennos¢ (tworzenie
biofilmu, interakcje z ludzkimi komorkami nablonka)

PODSUMOWANIE

Przedstawione w niniejszej rozprawie prace opisuja systemy RM kodowane przez
N. gonorrhoeae FA1090. Mysla przewodnia badan bylo wykazanie zmiennosci fazowe;j
systtmOw RM, poznanie genetycznych podstaw ich zmiennosci, zbadanie wplywu
zmiennosci tych systeméw na ekspresj¢ genéw, a takze wplywu zmiennosci ekspresji
systemow RM na wilasciwosci fizjologiczne gonokokéw. Podczas badan, okredlitam trzy
nowe specyficznodci oraz wykazatam aktywnosé gonokokowych systeméw RM w ukladzie
heterologicznym w E. coli. Wykazatam takze, ze geny kodujace systemy RM mogg ulegaé
zmiennosci fazowe;j, dzigki genetycznym elementom zawartym w ich sekwencji. Zmiana
w ekspresji genow kodujgcych systemy RM prowadzi do globalnej modulacji transkryptomu,
co przekfada si¢ na zmiany w zdolnogci gonokokéw do tworzenia biofilmu, wzajemne
interakcje pomiedzy komérkami bakteryjnymi, a takze w oddziatywaniu patogenow

14



MonikaAdamczyk-Poplawska
Zalqcznik 4 [Autoreferat (w jezyku polskim)]

z komorkami gospodarza. Ciekawym wynikiem jest wykazanie zmian w ekspresji wielu
genow poprzez endonukleaze restrykcyjna Drg. Jest to pierwsze doniesienie o mozliwosci
regulacji ekspresji genéw przez bialko o aktywnosci endonukleolitycznej. Przeprowadzone
badania majg wymiar intradyscyplinarny dzieki zastosowaniu w nich metod biologii
molekularnej, biochemii, mikrobiologii, hodowli tkankowej, obrazowania i transkryptomiki.
Uzyskane wyniki maja potencjat aplikacyjny: ewentualna blokada systeméw RM, np. poprzez
zaburzenie metylacji adeniny w przypadku systeméw Typu III, moze prowadzi¢ do
zahamowania zmiennoéci bakterii, a zmienno$¢ odgrywa wazna role w patogennosci
1 zjadliwodci. Zaprojektowanie lekéw tego typu stanowitoby nowag forme strategii walki
z infekcjami gonokokowymi.

PLANY NAUKOWE

W najblizszych latach planuj¢ realizacje projektow naukowych zwigzanych
z nastepujacymi zagadnieniamis:
- Badanie regulacji transkryptomu Neisseria poprzez system RM NgoAV (ON, OFF
oraz ze zmieniona specyficznoscia): dane dotyczace regulacii ekspresji gendéw przez
Typ I RM sg nieliczne

- Badanie aktywnos$ci oraz roli systeméw RM w réznych  warunkach
fizjologicznych/srodowiskowych:  poziom ekspresji  réznych systeméw RM
w komorkach rosngcych w réznych niszach ekologicznych. Rozszerzenie typu
hodowli tkankowych

- Scharakteryzowanie innych systeméw RM z N. gonorrhoeae oraz N. meningitidis.

- Badanie innych determinantéw patogennosci: np. przezywalnosci N, gonorrhoeae
w komorkach endometrium, transcytozy przez komoérki endometrium, aktywacji
uktadu odpornosciowego oraz wplywu metylaz nalezacych do systeméw RM na te
procesy

- Wplyw przewleklej infekcji N. gonorrhoeae na nowotworzenie w komérkach
nablonka endometrium i cewki moczowej
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OSIAGNIECIA NAUKOWO BADAWCZE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA
(nazwisko panienskie - Adamczyk)

DZIALANIE OKSYSTEROLI NA PATOGENNE KOMORKI GLEJOWE SZCZURA WISTAR

Bochelen D, Langley K, Adamczyk M, Kupferberg A, Hor F, Vincendon G, Mersel M. 2000.
7beta-hydroxysterol is cytotoxic to neonatal rat astrocytes in primary culture when cAMP
levels are increased. J Neurosci Res. 62(1):99-111

Adamczyk M, Scherrer E, Kupferberg A, Malviya AN, Mersel M. 1998. Inhibition of
p42/p44 mitogen-activated protein kinase by oxysterols in rat astrocyte primary cultures and
C6 glioma cell lines. J Neurosci Res. 53(1):38-50

Werthle M, Bochelen D, Adamezyk M, Kupferberg A, Poulet P, Chambron J, Lutz P, Privat
A, Mersel M. 1994. Local administration of 7 beta-hydroxycholesteryl-3-oleate inhibits
growth of experimental rat C6 glioblastoma. Cancer Res. 54(4):998-1003



MonikaAdamczyk-Poplawska
Zalgcznik 4 [Autoreferat (w jezyku polskim)]

Badania dotyczyly potencjatu terapeutycznego oksydowanych steroli, a szczegdlnie
7B-hydroksycholesterolu oraz jego pochodnej, 7B-hydroksycholesteryl-3-oleatu, wzgledem
tzw. gliozy, czyli zmian patologicznych w komoérkach glejowych mézgu wywolanych urazem
fizycznym  (wystepuje wtedy patologiczna reakcja komérek astrocytarnych, ktore
niekontrolowanie proliferujg), lub glejaka wielopostaciowego, czyli zmian nowotworowych
pochodzenia astrocytarnego (jest to takze forma niekontrolowanej proliferacji). Badania byty
prowadzone na modelu hodowli tkankowej szczurzych komérek C6 in vitro oraz na modelu
zwierzgcym z wszezepionymi w mozg szesciodniowego szczura Wistar komoérkami
nowotworowymi typu C6. W badaniach wykazano, ze podany in vivo lub in vitro
7B-hydroksycholesterol nie jest toksyczny wzgledem komoérek normalnych (hodowli
astrocytow lub komorek nerwowych). Efekt cytopatyczny ma miejsce wylgcznie wzgledem
komoérek z podwyzszonym poziomem cAMP- czyli komorek biorgcych udziat w gliozie (tzw.
komorki reaktywne) lub tez wzglgdem komorek nowotworowych typu C6. W modelu in vivo
wykazano, ~ze  wéréd  badanych  pochodnych  7B-hydroksycholesterolu,  tylko
7B-hydroksycholesteryl-3-oleat posiada duzy potencjal terapeutyczny i blokuje rozwéj glejaka
wielopostaciowego. Jednoczesna iniekcja komoérek nowotworowych C6 oraz oksysterolu
zapobiegata rozwojowi glejaka u 80% badanych zwierzat. Iniekcja leku 3 dni po
wszezepieniu komorek nowotworowych hamowata rozwéj nowotworu o ponad 80% jezeli
chodzi o wielko$¢ guza leczonego w poréwnaniu do guza nieleczonego.

In vitro, badania nad mechanizmem dziatania oksysteroli wykazaly, ze te utlenione
formy cholesterolu obnizaja w komorkach reaktywnych i nowotworowych poziom
aktywnosci kinaz z grupy MAPK (ang. mitogen activated protein kinases). Jednakze samo
zahamowanie szlaku sygnalowego z udzialem MAPK nie jest wystarczajace do uzyskania
efektu cytopatycznego. Dalsze badania in vitro w modelu komérek reaktywnych wykazaty, ze
7B-hydroksycholesterol blokuje dziatanie kinazy PKA zaleznej od poziomu c-AMP.
Wiadomo, ze PKA aktywuje szlak MAPK, tak wiec mechanizm dzialania oksysteroli
w komoérkach bioracych udziat w glikozie oraz w komérkach nowotworowych moze by¢
podobny i zwigzany z blokowaniem niekontrolowanej proliferacji komérkowej.

OSIAGNIECIA NAUKOWO BADAWCZE PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

PROTEOMIKA W OPRACOWANIU SZCZEPIONEK

Adamczyk-Poplawska M, Markowicz S, Jagusztyn-Krynicka EK. 2011. Proteomics for
development of vaccine. J Proteomics. 74(12):2596-2616

Jest to praca przeglagdowa dotyczaca zastosowania nowoczesnych metod badawczych,
takich jak proteomika, w opracowywaniu nowych szczepionek skierowanych przeciwko
patogennym bakteriom, wirusom oraz nowotworom. Praca przedstawia ogolne dane
dotyczace szczepionek ze szczegdlnym uwzglednieniem raportow Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO). Opisane zostaly najnowsze doniesienia, w ktorych zastosowanie metod
nalezgcych do szeroko rozumianej proteomiki pod roéznymi aspektami pozwolito np. na
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identyfikacje i charakteryzacije nowych antygenéw do potencjalnego  wykorzystania
W opracowywanych szczepionkach.

SEKWENCJE PROFAGOWE W CHROMOSOMIE NEISSERIA GONNORHOEAE FA1090

Piekarowicz A, Klyz A, Majchrzak M, Adamczyk-Poplawska M, Maugel TK, Stein DC.
2007. Characterization of the dsDNA  prophage sequences in the genome of Neisseria
gonorrhoeae and visualization of productive bacteriophage. BMC Microbiol. 7:66

Piekarowicz A, Majchrzak M, Klyz A, Adamczyk-Poplawska M. 2006. Analysis of the
filamentous bacteriophage genomes integrated into Neisseria gonorrhoeae FA1090
chromosome. Pol J Microbiol. 55(4):251-260

Postepy w sekwencjonowaniu duzych genoméw przyczynily si¢ do odkrycia licznych
sekwencji bakteriofagowych obecnych w genomach wielu bakterii. W/w prace opisuja
miedzy innymij bioinformatyczne analizy i poréwnywania sekwencji gonokokowych
profagéw do znanych bakteriofagow. W genomie Neisseria gonorrhoeae FA1090 odkryto
obecnos¢ 5 fagéw tzw. dsDNA (o genomie w formie dwuniciowego DNA) oraz 4 fagow
filamentowych nalezagcych do grupy ssDNA (0 genomie w formie Jednoniciowego DNA).
Filamentowy bakteriofag Ngod6 zostat opisany jako prototyp bakteriofagow filamentowych
dla bakterii z gatunku Neisseria. Obecnosc¢ tzw. wysp fagowych w genomach bakterii moze
skutkowaé ekspresja genoéw fagowych, i wyrazeniem fagowych biatek na powierzchni
komérek bakteryjnych. Biatka pochodzenia WIrusowego moga stanowi¢ nowe cele dla
szczepionek terapeutycznych. Niektore biatka fagow dwuniciowych Ngo¢1 i Ngo¢2 zostaly
sklonowane i eksprymowane w systemie heterologicznym w E  coli. Obrazowanie
mikroskopia elektronowa supernatanéw z hodowli komérkowych N. gonorrhoeae wykazato
obecnos¢ wielu form bakteriofagowych. Jest to pierwsze, i do tej pory jedyne, doniesienie
opisujace powstawanie czastek fagowych w rodzaju Neisseria.

ROLA GLIKOFORYNY W DESETYTROPOETYCZNE]J NIEDOKRWISTOSCI WRODZONEJ

Zdebska E, Adamezyk-Poplawska M, Koscielak J. 2000. Glycophorin A in two patients with
congenital dyserythropoietic anemia type I and type II is partly unglycosylated. Acta Biochim
Pol.47(3):773-779

Praca dotyczyla badania glikoforyny, transbfonowe;j sialoglikoproteiny, wyizolowane;j
z bton erytrocytow pacjentéw z wrodzona niedokrwistosca dyserytropoetyczna (CDA) typu I
lub typu II. CDA s3 zaliczane do rzadkich, wrodzonych niedokrwistosci hemolitycznych,
czgsto  dziedziczonych. Charakteryzujg sie wzmozona, nieefektywna erytropoezg oraz
obecnoscig nieprawidlowych wielojadrzastych erytroblastow w szpiku. Dzieki nowo
opracowanej technice, po rozdziale elektroforetycznym biatek wyizolowanych z erytrocytow
i ich transferowi na membrany PVDF, analizowano sklad weglowodanéw w badanej
glikoproteinie poprzez chromatografie Jonowymienng. Wyniki badan wykazaly spadek reszt
cukrowych N-acetylogalaktozaminy, galaktozy 1 kwasu sialowego w glikoforynie A
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u pacjentéw z CDA typu I (spadek okoto 45%) i w przypadku CDA typu II (55%). Wyniki
sugerujg ze glikoforyna A u tych pacjentow jest czesciowo nieglikozylowana w stosunku do
O-glikan6w. Ponadto, glikoforyna A wyizolowana z krwinek pacjentdow z CDA typu II,
wykazywala znaczny deficyt w mannoze i N-acetyloglukozaming, co sugeruje, ze
N-glikozylacja réwniez jest zaburzona w tym typie niedokrwistosci. Niniejsze badania po raz
pierwszy wykazaly zaburzenia w glikozylacji glikoforyny u pacjentow z CDA, co ogélnie
ukierunkowuje badania na role glikozylacji biatek w prawidlowej budowie komorek
erytrocytarnych.

POCHODNE 7B-HYDROXYCHOLESTEROLU W LECZENIU GLEJAKA WIELOPOSTACIOWEGO

Rakotoarivelo C, Adamczyk M, Desgeorges M, Langley K, Lorentz JG, Mann A, Ricard D,
Scherrer E, Privat A, Mersel M. 2006. 7beta-hydroxycholesterol blocked at C-3-OH inhibits
growth of rat glioblastoma in vivo: comparison between 7beta-hydroxycholesteryl-3beta
(ester)-oleate  and 7beta—hydroxycholesteryl-3-beta-O(ether)-oleyl. Anticancer  Res.
26(3A):2053-2062

Jest to kontynuacja prac dotyczacych utlenionych steroli, oraz ich potencjalnego
hamowania rozwoju glejaka wielopostaciowego. W tej pracy podjeto probe udoskonalenia
7B-hydroksycholesteryl-3-oleatu tzn. zablokowania hydrolizy wigzania estrowego tego
zwigzku do nieaktywnego in vivo 7B-hydroksycholesterolu. Hydroliza formy estrowej ma
miejsce w mozgu dzieki tzw. , esterazom” komorkowym. Hydrolizowane jest az 99% formy
estrowej w 48 godzin od podania leku in situ do tkanki nowotworowej w mozgu. Poprzez
syntezg chemiczng uzyskano forme eterowa: 7B-hydroxycholesteryl-3-B-O(eter)-oleylu, ktora
nie ulega hydrolizie poniewaz nie wykazano istnienia tzw. »eteraz”. Badania wykazaly, ze
stosowanie formy eterowej jest jeszcze skuteczniejsze niz aplikacja formy estrowej wzgledem
glejaka wywolanego poprzez wszczepienie komérek nowotworowych typu C6 w kore
mozgowa 6 dniowego szczura Wistar. Pochodne 7B-hydroksycholesterolu sg obiecujacymi
substancjami w chemioterapii glejakow.
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