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Kaseta genowa ¢-{ plazmidu pSM19035 jako model systemoéw toksyna-antytoksyna
bakterii Gram-dodatnich.

Odkryte w plazmidach systemy znane jako toksyna-antytoksyna (TA) widziane byty poczatkowo
jako tzw. ,pasozytnicze DNA” - replikujgce sie lecz niepetnigce zadnej funkcji. Niemoznosé
uzyskania zywotnych komodrek gospodarza pozbawionych plazmidu niosgcego taki system
nadawata im ceche uzaleznienia komérki od, wydawatoby sie zbednego, elementu
pozachromosomalnego. Idea ,addykcji” gospodarza do plazmidu pochodzi z pracy Koyamy
(Koyama, 1975), ktéry zauwazyt, ze jezeli komodrka tracgca plazmid ginie, to w populacji nigdy nie
pojawiajg sie zywotne komorki bezplazmidowe. Wynikiem tego procesu bedzie efektywne
dziedziczenie i trwata obecnos$é plazmidu w populacji bakterii, niezaleznie od braku jakiejkolwiek
presji selekcyjnej i ilosci kopii. Poniewaz skutkiem dziatania takich par gendéw jest Smieré komarki,
ktéra po podziale nie odziedziczyta plazmidu, proces/system ten uzyskat tez nazwy ,zabdjczego”,
,PO-segregacyjnego zabijania”, a nawet zaprogramowanej $mierci komérek. Po odkryciu, ze
jeden z tych gendw koduje trucizne, a drugi specyficzng dla niej odtrutke przyjeto nazywanie tych
systemow systemami trucizny-odtrutki lub toksyny-antytoksyny (TA).

Pdzniejsze badania oraz analizy sekwencjonowanych genoméw Bacteria i Archea wykazaty, ze
systemy TA obecne sg nie tylko w niskokopijnych plazmidach, lecz takze licznie, czesto w wielu
kopiach, w chromosomach tych organizméw (Hayes i van Melderen, 2011). Chociaz obecnosé
systemow TA nie jest niezbedna dla normalnego wzrostu komorek bakterii, dlatego nie wszystkie
gatunki bakterii posiadajg te systemy, znane sg gatunki, ktdre zawierajg nawet kilkadziesiat
operonow TA w genomowym DNA. Jak do tej pory w genomie Escherichia coli K-12 odnaleziono
36 systeméw TA, natomiast genomy niektorych sinic kodujg ponad 70 toksyn i antytoksyn, a
Mycobacterium tuberculosis posiada az 88 tych systeméw. W przypadku niektérych
Proteobacteria oraz bakterii siarkowych az do 2,5% otwartych ramek odczytu przypisanych jest
do systemow TA typu Il. Warto zwrdci¢ réwniez uwage na fakt, iz obecnos¢ tych systemoéw nie
jest zalezna od wielko$ci chromosomu.

W przeciwienstwie do bardzo dobrze okreslonej roli w stabilnym utrzymywaniu plazmidéw w
populacji bakterii funkcja systeméw TA kodowanych w chromosomach jest przedmiotem
intensywnych badan i szerokich dyskusji. Najcze$ciej postulowane i coraz lepiej
udokumentowane role to wspétudziat w reakcjach na stres (Gerdes et al., 2005), tworzeniu
biofilméw (Yamaguchi, 2009), powstawaniu komorek ,persisters” (w przejsciowym stanie



Zatacznik nr 2

uspienia, niedzielgcych sie i nieaktywnych metabolicznie; Maisonneuve, 2013), ochronie przed
inwazjg obcego DNA (Mruk and Kobayashi, 2013) i patogenezie (De la Cruz et al., 2013). Ogdlnie,
poprzez spowolnienie lub zahamowanie wzrostu a nawet powodowanie smierci czesci populacji
systemy TA stanowig wazny element adaptacji mikroorganizméw do zmieniajgcego sie
srodowiska.

Molekularng podstawg funkcjonowania systeméw TA jest istnienie genetycznego modutu
kodujacego dwa elementy: trwaty czynnik toksyczny oraz nietrwaty czynnik przeciwdziatajgcy
powstaniu lub dziataniu toksyny. Toksyny sg zawsze biatkami, natomiast antytoksyny moga by¢
biatkami lub czgsteczkami RNA. W zalezno$ci od natury i sposobu dziatania antytoksyny obecnie
wyrdznia sie pie¢ typow systeméw TA. W typie | i lll antytoksyny to RNA, odpowiednio
antysensowny RNA wigzgcy mRNA toksyny blokujgc jej translacje lub sRNA bezposrednio
blokujacy aktywnos¢ toksyny poprzez tworzenie z nig kompleksu. W pozostatych typach
antytoksyny to biatka. Najpowszechniejszym jest typ Il, ktdrego biatka tworzg silne kompleksy, w
ktorych toksyny pozostajg nieaktywne. Istota dziatania systemu tego typu polega na rdéznicy w
trwatosci obu biatek. Podczas gdy toksyna jest biatkiem trwatym, antytoksyna, wrazliwa na
dziatanie proteaz komdrkowych, charakteryzuje sie krétkim okresem poéftrwania. Jezeli ilos¢
antytoksyny w komdrce ulegnie obnizeniu, stabilna toksyna przestaje by¢ neutralizowana i
oddziatujgc ze swoistym celem w komérce powoduje zahamowanie jej wzrostu lub smier¢. W
pozostalych dwoch, niedawno odkrytych, typach systeméw TA antytoksyna nie neutralizuje
toksyny poprzez tworzenie z nig kompleksu, lecz dziata jako antagonista aktywnoS$ci toksyny (typ
IV), lub blokuje translacj¢ toksyny (typ V).

Na podstawie podobienstwa sekwencji oraz modelu dziatania antytoksyn wyrdznia sie 14 rodzin
systemow typu Il (w wyniku lawinowo zwiekszajgcej sie liczby danych lista przedstawicieli jest
stale uzupetniana, vide np. Heaton et al.,, 2012). Jednakze, z powodu coraz liczniejszych
przyktadéw oddziatywania toksyn z antytoksynami réznych klas, uzasadnione wydaje sie
kategoryzowanie toksyn i antytoksyn typu Il niezaleznie w oparciu o analizy bioinformatyczne.
Obecnie wyréznianych jest 13 rodzin toksyn i 20 rodzin antytoksyn (Goeders i van Melderen
2014).

Wiekszos¢ systemow TA zaliczonych do typu Il posiada kilka wspdlnych cech. Geny kodujgce
toksyne i antytoksyne tworzg operon, w ktdérym najczesciej gen antytoksyny wystepuje jako
pierwszy, a sekwencje obu gendéw czesto na siebie zachodzg lub oddzielone s3 jedynie kilkoma
parami zasad. Antytoksyna, pojedynczo lub w kompleksie z toksyng, petni funkcje autorepresora
transkrypcji wigzac sie do sekwencji palindromowej w obrebie regionu promotora. Dzieki temu
zapewnione jest utrzymywanie poziomu biatek systemu TA na statym poziomie.

Obecnie wiadomo, ze wiekszos¢ toksyn systemédw TA typu Il to miejscowo specyficzne
endorybonukleazy, degradujgce mRNA zaleznie (np. RelE) badz niezaleznie (np. MazE) od
rybosomow lub specyficzne transkrypty, regulujgce procesy translacji. Zahamowanie translacji to
takze efekt dziatania kinazy Doc systemu TA faga P1 i kinazy HipA. Rowniez toksyny systemodw
typu lll to endorybonukleazy degradujgce mRNA.
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Toksyny typu | to najczesciej mate, hydrofobowe biatka (<60 aminokwasdéw) posiadajgce domene
transmembranowa, ktérych dziatanie zblizone jest do holin fagowych. Uszkadzajg one bfony
wewnetrzne co prowadzi do zahamowania oddychania oraz wyptywu zwigzkéw
niskoczasteczkowych, a w efekcie do powstawania charakterystycznych tzw. ,,duchéw” komérek
(Gerdes et al., 1997). Podobnie dziata toksyna GhoT, jedyny przedstawiciel V typu systemow TA
(Wang et al., 2012).

Badany przeze mnie system w-g-{ byt jednym z pierwszych odkrytych u bakterii Gram-dodatnich.
Zlokalizowany na plazmidzie pSM19035 wyizolowanym z klinicznego szczepu Streptococcus
pyogenes, operon &-{ zostat po raz pierwszy opisany przez promotora mojej dysertacji dr hab.
Piotra Cegtowskiego (Cegtowski et al., 1993) jako fragment wiekszej jednostki zapewniajgcej
niezwykle skuteczne dziedziczenie tego niskokopijnego plazmidu. W odrdznieniu od wszystkich
owczesnie znanych systeméw TA system z plazmidu pSM19035 nie jest autoregulowany przez
odtrutke, wolng ani w kompleksie z toksyng, lecz przez trzeci komponent systemu- biatko Omega
(de la Hozet al.,, 2000). Niezwykta cechg jest takze wielko$¢ biatka toksyny Zeta: 287
aminokwasdéw, gdy inne toksyny majg przecietnie ok.100. Na podstawie krystalografii
rentgenowskiej okreslono strukture kompleksu €02, w ktérym dwie czasteczki biatka Epsilon
(10,7 kDa) otoczone sg dwoma monomerami biatka Zeta (32,4 kDa)(Meinhart et al., 2003).
Struktura tego heterotetrameru jest rowniez unikalna co pozwolito wydzieli¢ dla biatek Epsilon i
Zeta osobng rodzine. W zadnej z powyzszych prac nie przedstawiono dowodu na funkcjonowanie
operonu &-{ jako systemu addykcji. Przeprowadzone przeze mnie badania jednoznacznie
wykazaty, ze operon w-&- stanowi nowego typu system trucizna—odtrutka, dziatajgcy na zasadzie
po-segregacyjnego zabijania bezplazmidowych komodrek potomnych. Pokazatam w klasycznych
testach stabilnosdci, ze system ten zapewnia dziedziczenie pochodnych plazmidu pSM19035
podczas podziatow komdrek hodowanych bez presji selekcyjnej przez co najmniej 100 generacji,
jak réwniez dziedziczenie niestabilnych replikonéw heterologicznych. Wykazatam tez, ze para
gendw &-{ stanowi funkcjonalng kasete TA niezaleznie od faktu tworzenia jednej jednostki
transkrypcyjnej z genem w. Poprzez manipulacje molekularne utworzytam szereg konstruktéw,
ktére pozwolity oceni¢ efekty dziatania systemu zaréwno w komdrkach bakterii Gram-dodatnich
(Bacillus subtilis, gospodarz laboratoryjny) jak i Gram-ujemnych (Escherichia coli). Geny operonu
zostaty rozdzielone i sklonowane niezaleznie w rdznych zgodnych wektorach umozliwiajgc
przeprowadzenie precyzyjnych badan wzajemnych relacji miedzy obu genami i ich produktami
biatkowymi. Potwierdzitam, w analizie western blot, obecnos¢ biatka Zeta po indukcji ekspresji w
obu typach komdrek bakteryjnych oraz sprawdzitam jego aktywno$é w biologicznym tescie tzw.
,ko-transformac;ji”, w ktéorym transformacja plazmidem niosgcym gen { jest mozliwa tylko przy
jednoczesnej obecnosci plazmidu zawierajgcego gen €. Nadprodukcja biatka toksyny pokazata, ze
toksyna Zeta jest silnie bakteriobdjcza dla B. subtilis powodujgc szybka lize komérek, podczas gdy
dla E. coli jest bakteriostatyczna zatrzymujgc podziaty komorek, ktore przeksztatcajg sie w dtugie
filamenty. Sprawdzitam, ze efekt ten nie jest zwigzany z indukcjg systemu SOS. W dwéch
rodzajach doswiadczen udowodnitam, Zze biatko odtrutki Epsilon skutecznie przeciwdziata
aktywnosci toksyny Zeta: (i) zwiekszenie ekspresji biatka Epsilon w komdrkach poddanych
dziataniu toksyny przywracato ich wzrost i prawidtowg morfologie, (ii) staty nadmiar antytoksyny
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w komorkach znosit efekt obecnosci systemu TA w-g-{ w plazmidach, ktére byty szybko tracone z
populacji w kolejnych generacjach.

Opisane powyzej eksperymenty stanowity zawartos¢ mojej rozprawy doktorskiej obronionej w
2001 roku pod kierunkiem dr hab. P. Cegtowskiego, dlatego tez, mimo ze stanowig punkt wyjscia
do wszystkich pozostatych badan systemu &-{, publikacja prezentujace te wyniki (Zielenkiewicz i
2005) nie zostata wtgczona do zbioru prac sktadajacych sie na wskazane we wniosku
osiggniecie naukowe.

Po przedwczesnej $mierci mojego mentora, W 2004 roku, kontynuowatam badania w tej
dziedzinie skupiajgc si¢ na szczegdtowe] charakterystyce funkcjonowania systemu e-g,
poczatkowo samodzielnie, a pozniej przy udziale Iwony Brzozowskiej, dla ktoérej bylam
opiekunem merytorycznym przy realizacji pracy magisterskiej, a nastepnie promotorem
pomocniczym przy doktorskiej.

Na podstawie analiz struktury krystalicznej kompleksu €20 postulowano aktywnos¢ trucizny Zeta
jako fosfotransferazy, ktéra mogtaby dziata¢ podobnie jak enzym esteraza chloramfenikolu. Nie
przedstawiono jednak zadnych dowoddéw eksperymentalnych. W poszukiwaniach mechanizmu
dziatania oraz czynnika specyficznie hamowanego przez toksyne Zeta najbardziej pozgdane byto
znalezienie mutanta niewrazliwego na dziatanie toksyny. Postanowilismy wykorzysta¢ w tym celu
przygotowany wczesniej przez mnie szczep B. subtilis, w chromosomie ktérego wbudowatam gen
{ o regulowanej ekspresji (fuzja z promotorem ksylozowym). Komorki tego szczepu poddatam
dziataniu toksyny Zeta i uzyskatam w wielokrotnych eksperymentach kilkaset kolonii komérek
przezywajacych nadprodukcje trucizny (Nowakowska et al., 2005). Analiza sekwencji genu
ponad stu sposrdd badanych klondw pokazata, ze w wiekszosci byty to sekwencje o zmienionej
ramce odczytu lub zawierajgce kodon stop. W takich komdrkach nie powstawato biatko Zeta.
Wysoka czestos¢ z jaka powstajg takie mutacje Swiadczy zarowno o sile toksyny Zeta jak i
skutecznosci mechanizmdéw obronnych komérki. Jednoczesnie unaocznita trudnosci w uzyskaniu
mutanta niewrazliwego na toksyne Zeta oraz wskazywata na istotnos¢ procesu(-6w) zaburzanego
przez te toksyne. (Pdiniejsze badania oraz odkrycie mechanizmu dziatania toksyny Zeta
potwierdzity, ze istotnos¢ zaburzanego procesu nie pozwala na uzyskanie zywotnego mutanta
opornego). Realizujgc ten projekt otrzymatam réwniez nieliczne mutanty o zmienionej sekwencji,
u ktorych wykrywano metodami immunologicznymi biatko Zeta. Jeden z nich (mutacja A248G)
wykazywat znaczgco obnizong toksycznosé, dzieki czemu mégt postuzy¢ w innych badaniach jako
model aktywnej toksyny (vide Lioy et al., 2006, 2010). Wszystkie mutacje byty zlokalizowane w

N-terminalnej czesci genu {, co pozwolito nam sformutowal teze, wielokrotnie pdzniej
potwierdzong, ze to ten fragment biatka jest odpowiedzialny za toksycznosé.

Wzajemne oddziatywanie biatek toksyn z antytoksynami jest warunkiem prawidtowego dziatania
systeméow TA typu Il. Dowodem takich oddziatywan byty analizy in vitro struktury
krystalograficznej kilku kompleksow biatek TA uzyskiwanych poprzez ich nadprodukcje w
komdrkach E. coli, w tym heterotetrameru €,(. Dla zbadania interakcji pomiedzy biatkami
systemu &-{ in vivo wykorzystatam, skonstruowany jeszcze podczas pracy nad doktoratem,
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nowatorski wéwczas drozdzowy system dwuhybrydowy. W jednoznacznym tescie aktywnosci
genu reporterowego pokazatam silne oddziatywanie pomiedzy biatkami Epsilon i Zeta.
UtworzyliSmy rowniez w tym systemie szereg fuzji badanych biatek, skréconych w réznym
stopniu zaréwno od amino- jak i karboksy- koncéw i wyznaczylisSmy obszary obu biatek istotne we
wzajemnych oddziatywaniach. W petnej zgodnosci z danymi krystalograficznymi wykazalismy, ze
istotne dla oddziatywan in vivo sg N-koicowe fragmenty biatek. Positkujac sie opracowanym
wczesniej biologicznym testem ko-transformacji pokazalismy jednoczesnie, ktére regiony biatka
Zeta sg odpowiedzialne za jego toksycznos¢. PotwierdziliSmy wtasng teze istotnosci N-korncowego
fragmentu, jak réwniez niezbedno$¢ motywu A Walkera wigzgcego ATP, dla toksycznosci tego
biatka. Ponadto, dzieki uzyciu konstruktéw plazmidowych drozdzowego systemu
dwuhybrydowego, mielismy wyjgtkowa mozliwos¢ jednoczesnego badania funkcjonowania
biatek bakteryjnych zarowno w komdrkach prokariotycznych jak i eukariotycznych. W testach
zywotnosci transformantdw oraz obserwacjach mikroskopowych stwierdzitam, ze toksyna Zeta
hamuje podziaty komérkowe drozdzy Saccharomyces cerevisiae w stopniu zaleznym od dawki

genu {. Obserwacje efektéw dziatania toksyny Zeta w drozdzach opublikowane zostaty w spdjnej
pracy (Zielenkiewicz et al., 2009) przedstawiajacej dodatkowo réwniez wyniki badan z uzyciem
systemu dwuhybrydowego zawarte w mojej pracy doktorskie;j.

Wyniki tych badan, ukazujgce istotnos¢ i powszechnos¢ u mikroorganizméw procesu, na ktéry
wptywa toksyna Zeta, przyczynity sie do rozwigzania zagadki mechanizmu jej dziatania. Mimo
wielu podejs¢ eksperymentalnych mechanizm dziatania toksyny systemu w-&-Z zostat wyjasniony
dopiero w 2011 roku na podstawie homologicznego systemu PezAT Streptococcus pneumoniae
(Mutschler et al., 2011). Toksyna Zeta to kinaza bezposrednio wptywajaca na synteze sciany
komdrkowej. Fosforylowany przez biatko Zeta prekursor peptydoglikanu UNAG (urydyno-
dwufosfo-N-acetyloglukozamina) hamuje enzym MurA odpowiedzialny za pierwszy etap syntezy
tych zwigzkéw u bakterii.

System &- plazmidu pSM19035 widziany byt poczatkowo jako specyficzny dla elementdw
mobilnych z rodziny inc18 niosgcych geny odpowiadajgce za wysokg opornos¢ na powszechnie
stosowane antybiotyki z grupy makrolidow. Lawinowe nagromadzenie danych sekwencji
genomow mikroorganizmdéw unaocznito powszechnos¢ wystepowania tego systemu i jego
homologdw w licznych szczepach bakteryjnych, a szczegdlnie bliskich filogenetycznie rodzajéw
bakterii patogennych nalezgcych do Firmicutes. Plazmidy rodziny inc18, czesto koniugacyjne lub
mobilizowalne, uznawane sg za jednostki o szerokim spektrum gospodarza zdolne do
replikowania w wielu gatunkach bakterii Gram-dodatnich o niskiej zawartosci par G/C w DNA.
Mimo licznych badan biologii plazmidéw rodziny inc18, szczegdlnie plazmidu pSM19035, niewiele
wiadomo byto na temat jego stabilnego dziedziczenia w pokrewnych do S. pyogenes gatunkach
bakterii. Nie badano tez funkcjonowania systemu w-e-{ w innych gatunkach bakterii.
WprowadzitySmy pochodne plazmidu pSM19035 do komadrek kilku gatunkdw bakterii Firmicutes
(Streptococcus equisimilis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Enetrococcus
faecalis, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis) i zbadaty$Smy efektywnosé funkcjonowania
systemu w-e-{ w tych szczepach (Brzozowska et al., 2012). Okreslitysmy metoda Real-Time PCR
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liczbe kopii badanego plazmidu w kazdym badanym szczepie. Zaobserwowatysmy znaczne
réznice w funkcjonowaniu systemu pomiedzy badanymi szczepami, bez korelacji z liczbg kopii
niosgcego ten system plazmidu. Jedynie w przypadku S. aureus kaseta &- stabilizuje plazmid tak
samo efektywnie, jak w przypadku S. pyogenes (gospodarz naturalny pSM19035) czy B. subtilis
(gospodarz laboratoryjny pSM19035). W szczepach, ktére nie utrzymywaty plazmidu z kaseta
stabilizacyjng TA potwierdzilismy ekspresje gendw &-{ w komdrkach.

W genomach bakteryjnych moze wspotwystepowaé wiele  homologicznych  lub
niehomologicznych systeméw TA kodowanych zaréwno w chromosomach jak i mobilnych
elementach genetycznych. Interesujgce zatem wydaje sie pytanie, czy mozliwe s3g interakcje
pomiedzy réznymi systemami TA oraz jaki moze to mie¢ wptyw na ich ewolucje oraz aktywnosé.
W literaturze opisane zostaty bezposrednie oddziatywania pomiedzy toksyng a antytoksyng
niehomologicznych systemoéw (mazE-vapC i mazEF, Zhu et al., 2010), ale w wielu przypadkach nie
obserwowano interakcji krzyzowych nawet pomiedzy systemami wysoce homologicznymi (Fiebig
et al., 2010). W naszych badaniach, homolog chromosomalny biatka Epsilon (80% identycznosci
sekwencji aminokwasowej) wykryto w przypadku szczepu E. faecalis. Jego obecnos¢ nie wptywa
na stabilnos$¢ plazmidu zawierajgcego badang kasete TA w tym szczepie. Wyniki opublikowane w
Plasmid (2012, 68: 51-60) wskazujg na znaczacy wptyw specyficznych czynnikdw komadrkowych
na dziatanie kasety w-e-{, potwierdzity takie postulowany szeroki zakres gospodarzy wsrdd
bakterii o niskiej zawartosci par G/C w DNA dla plazmidu pSM19035.

Kluczowg role w funkcjonowaniu systemdéw TA typu Il petni nietrwatos¢ antytoksyny. W wielu
przypadkach C-koricowy fragment lub cate biatko antytoksyny nie posiada struktury, co sprawia,
ze biatka te sg podatne na dziatanie ATP-zaleznych proteaz komodrkowych. Po utworzeniu
kompleksu z toksyng, biatko antytoksyny przyjmuje uporzgdkowang strukture lub fragmenty
biatka nieposiadajgce struktury ostaniane sg przez biatko toksyny. Dodatkowo, biatka antytoksyn
sg silnie kwasowe, co wraz z ich nieustrukturalizowaniem ufatwia zmiany konformacyjne
potrzebne do wigzania z dodatnio natadowanymi toksynami. Przyjmuje sie, ze niska stabilnos¢
termodynamiczna oraz brak konformacji jest wspdlng cechg antytoksyn typu Il (Yamaguchi et al.,
2011).

Wiekszo$¢ badan dotyczacych degradowania antytoksyn prowadzono in vivo dla réznych
systemow TA E. coli, najczesciej poprzez poréwnywanie ilosci biatka antytoksyny w szczepie
pozbawionym danej proteazy do jego ilosci w szczepie dzikiego typu lub/i poprzez okreslenie
stopnia dziedziczenia plazmidu niosgcego dany system w takim szczepie. W degradacje
antytoksyn bakterii Gram-ujemnych zaangazowana jest zazwyczaj proteaza Lon (np. CcdA, RelB,
HipB, Peml, Kis), rzadziej ClpP w kooperacji z podjednostkg ATPazowgq ClpX (np. PhD) lub ClpA
(np. MazE). Znane tez sg przypadki degradowania biatek antytoksyn przez dwie proteazy (np.
RelN, DinJ, MazE) w zaleznosci od stanu fizjologicznego komarki i warunkéw srodowiskowych. Jak
dotad, u bakterii Gram(+), jedynie dla systemdéw Axel i 2 oraz MazEsa Staphylococcus aureus
pokazano in vivo degradacje antytoksyn przez ClpPC. Powyzsze informacje wraz ze szczegdétowym
opisem zrodet a takze doswiadczen, ktore doprowadzity do okreslenia roli konkretnych proteaz w
degradacji biatek antytoksyn zostaty przedstawione w pracy przeglgdowej opublikowanej w
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Plasmid (Brzozowska i Zielenkiewicz, 2013). W pracy tej, specjalny nacisk potozono na
konsekwencje proteolizy biatek antytoksyn systeméw TA dla komérki oraz na wptyw czynnikow
srodowiskowych na regulacje degradacji antytoksyn.

Antytoksyna Epsilon, zgodnie z oczekiwaniem, posiada znaczgco krétszy niz neutralizowana przez
nig toksyna, okres poéttrwania in vivo (~18 vs 60 min). Z kolei badania in vitro wykazaty wyzsza
stabilnos¢ tego biatka w obecnosci mocznika oraz w warunkach niespecyficznej proteolizy w
porownaniu do biatka toksyny Zeta (Camacho et al., 2002). Jednakze, nie wynika to z braku
struktury - odtrutka sfatdowana jest w tréojzwojowy pek z cze$ciowo tylko nieuporzadkowanym
fragmentem C-koncowym i, w przeciwienstwie do wiekszosci antytoksyn, jest termodynamicznie
stabilna. Wskazuje to na istnienie procesu degradacji biatka Epsilon w komérce przez specyficzng
proteaze(y). Antytoksyna Epsilon tworzy z toksyng Zeta nieaktywny trwaty kompleks,
heterotetramer €,(;, w ktorym oba biatka nie zmieniajg znaczgco swoich struktur. Toksycznos¢
biatka Zeta zostaje zablokowana poprzez zastoniecie miejsca wigzania ATP/GTP w obrebie
motywu Walkera przez N-koncowy fragment czgsteczki Epsilon. Z kolei znacznie wieksze
monomery { otaczajgc dimer €; skutecznie chronig przed dostepem do biatka Epsilon.
Przeprowadzone przeze mnie in vivo badania dziedziczenia plazmidéw w mutantach B. subtilis:
AlonA, AclpP, AclpX, AclpE, AclpC i AcodX wskazywaty, ze w degradacji antytoksyny Epsilon bierze
udziat proteaza ClpP w kooperacji z podjednostkg ClpX wigzgcg ATP. Z drugiej strony wyniki
opublikowane (Lioy et al., 2006) z dos$wiadczen przezywalnosci komodrek tych mutantéw po
zablokowaniu syntezy biatek de novo, okazaty sie zaréwno niejednoznaczne jak i rozbiezne z
uzyskiwanymi w naszej pracowni. Dla wyjasnienia tych rozbieznosci podjetam prace nad
odtworzeniem reakcji degradacji antytoksyny Epsilon w warunkach in vitro.

W badaniach zastosowatysmy oczyszczone biatka proteaz Lon i ClpP oraz podjednostki ClpX (B.
subtilis) a takze Epsilon i Zeta. Do tego celu przygotowatySmy odpowiednie konstrukty
umozliwiajgce nadprodukcje wyzej wymienionych biatek jak réwniez biatka Spx, substratu dla
proteazy ClpXgsPss.

Na tamach J Biol Chem (Brzozowska and Zielenkiewicz, 2014) opisatySmy proces degradacji in

vitro biatka odtrutki Epsilon przez proteaze ClpXP. Pokazatysmy szybkg degradacje (T1/2~8) biatka

Epsilon w obecnosci proteazy ClpXssPss i catkowity brak degradacji przez aktywne biatko Longs.
Zgodnie z oczekiwaniem, dodanie biatka Zeta bardzo wyraznie redukowato proces degradacji
odtrutki, prawdopodobnie w wyniku utworzenia kompleksu €2(, w ktédrym czasteczki Epsilon sg
chronione przed dostepem proteazy. SprawdzitySmy za pomocg analizy LC/MS (chromatografia
cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas), ze proteaza ClpXssPss nie wykazuje specyficznosci co
do aminokwasu czy rozpoznawanej sekwencji w biatku Epsilon, a efektem degradacji sg krotkie,
zachodzgce na siebie peptydy. W publikacji tej przedstawity$Smy rowniez wyniki obserwacji in vivo
stopnia dziedziczenia plazmidéw niosgcych kasete w-e-{ w mutantach pozbawionych
poszczegblnych proteaz.

Zgromadzona wiedza o funkcjonowaniu systemdéw TA pozwolita na praktyczne wykorzystanie
wiasciwosci tych systemdéw. Naturalna funkcja systeméw TA zwigzana ze stabilnym
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utrzymywaniem mobilnych elementéw genetycznych z powodzeniem znalazta zastosowanie w
wektorach ekspresyjnych, w ktorych kasety opornosci na antybiotyki zastgpione zostaty
operonem TA do pozytywnej selekcji witasciwych transformantow (Tieber et al., 2008),
stworzenia systemu do produkcji pojedynczego biatka w E. coli (Suzuki et al., 2007) czy
zapobiegania rozprzestrzenianiu sie organizméw genetycznie modyfikowanych uzywanych w
bioremediacji (Pieper and Reineke, 2000). Inne potencjalne wykorzystanie systemoéw TA
zwigzane jest z terapig genowa skierowang przeciwko infekcjom wirusowym (Chono et al., 2011)
i komdérkom nowotworowym (Cueva-Méndez et al., 2003).

Ze wzgledu na wszechobecnos¢ w genomach bakterii patogennych, systemy TA w ostatnim czasie
czesto przywotywane s3 jako potencjalni kandydaci do opracowania celowanych lekéw
antybakteryjnych, innych niz powszechnie stosowane i coraz mniej skuteczne antybiotyki
(Williams i Hergenrother, 2012).

W podsumowaniu, najwazniejsze moje osiggniecia wynikajgce z badan, w ktérych bratam udziat,

to:

(i) wykazanie w badaniach in vivo i in vitro, ze proteazg degradujgcg antytoksyne Epsilon jest
ClpXP,

(ii) wskazanie na uniwersalno$¢ procesu komorkowego, ktéry jest zaburzany dziataniem
toksyny Zeta poprzez pokazanie hamujgcego dziatania toksyny na podziaty komdrkowe
drozdzy Saccharomyces cerevisiae,

(iii) uzyskanie mutanta o znaczgco obnizonej toksycznosci biatka Zeta, ktéry postuzyt w innych
badaniach jako model aktywnej toksyny,

(iv) potwierdzenie postulowanego dla plazmidu pSM19035 szerokiego zakresu gospodarzy
wsrdd bakterii Gram-dodatnich o niskiej zawartosci par G/C w DNA oraz pokazanie réznic
w _efektywnosci funkcjonowania systemu w-e-{ w tych szczepach.

Petna charakterystyka kasety &- oraz powszechnos$¢ wystepowania systemow TA tej rodziny
pozwalajg na wykorzystanie tej kasety jako modelu w poszukiwaniach nowych strategii
antybakteryjnych oraz szerzej, w nowatorskich badaniach ukierunkowanych na opracowanie
czgsteczek, ktére zaburzatyby interakcje miedzy biatkami lub uniemozliwiatyby tworzenie
komplekséw. Badania w tym obszarze stanowig obecnie jeden z watkéw moich dociekan
naukowych.

Literatura:

Brzozowska I, Brzozowska K, Zielenkiewicz U (2012) Functioning of the TA cassette of streptococcal plasmid
pSM19035 in various Gram-positive bacteria. Plasmid 68, 51-60.

Brzozowska I, Zielenkiewicz U (2013) Regulation of toxin-antitoxin systems by proteolysis. Plasmid 70, 33-41.
Brzozowska I, Zielenkiewicz U (2014) The ClpXP protease is responsible for the degradation of the Epsilon antidote
to the Zeta toxin of the streptococcal pSM19035 plasmid. J.Biol.Chem. 289, 7514-7523

Camacho AG, Misselwitz R, Behlke J, Ayora S, Welfle K, Meinhart A, Lara B, Saenger W, Welfle H, Alonso JC (2002) In
vitro and in vivo stability of the €20 protein complex of the broad host-range Streptococcus pyogenes pSM19035
addiction system. Biol. Chem. 383, 1701-1713.

Ceglowski P, Boitsov A, Chai S & Alonso JC (1993) Analysis of the stabilization system of pSM19035- derived
plasmid pBT233 in Bacillus subtilis. Gene 136, 1-12.



Zatacznik nr 2

Chono H, Matsumoto K, Tsuda H, Saito N, Lee K, Kim S, Shibata H, Ageyama N, Terao K, Yasutomi Y et al. (2011)
Acquisition of HIV-1 resistance in T lymphocytes using an ACA-specific E. coli mRNA interferase. Hum Gene Ther. 22,
35-43.

de la Cruz MA, Zhao W, Farenc C, Gimenez G, Raoult D, et al. (2013) A Toxin-Antitoxin Module of Salmonella
Promotes Virulence in Mice. PLoS Pathog 9: e1003827.

de la Cueva-Méndez G, Mills AD, Clay-Farrace L, Diaz-Orejas R, Laskey RA (2003) Regulatable killing of eukaryotic
cells by the prokaryotic proteins Kid and Kis. EMBO J. 22, 246-51.

de la Hoz AB, Ayora S, Sitkiewicz |, Fernandez S, Pankiewicz R, Alonso JC, Ceglowski P (2000) Plasmid copy-number
control and better than-random segregation genes of pSM19035 share a common regulator. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 97, 728-733.

Fiebig A, Castro Rojas CM, Siegal-Gaskins D, Crosson S (2010) Interaction specificity, toxicity and regulation of a
paralogous set of ParE/RelE-family toxin-antitoxin systems. Mol. Microbiol. 77, 236-251.

Gerdes K, Christensen SK, Lobner-Olesen A (2005) Prokaryotic toxin-antitoxin stress response loci. Nat Rev Microbiol
3,371-382.

Gerdes K, Gultyaev AP, Franch T, Pedersen K, Mikkelsen ND (1997) Antisense RNA-regulated programmed cell death.
Annu Rev Genet. 31, 1-31.

Goeders N and Van Melderen L (2014) Toxin-Antitoxin Systems as Multilevel Interaction Systems Toxins 6, 304-324.
Hayes F, van Melderen L (2011) Toxins-antitoxins: Diversity, evolution and function. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 46,
386—-408.

Koyama AH, Wada C, Nagata T, Yura T (1975) Indirect selection for plasmid mutants: Isolation of ColVBtrp mutants
defective in self-maintenance in Escherichia coli. J. Bacteriol. 122, 73-79.

Lioy VS, Martin TM, Camacho AG, Lurz R, Antelmann H, Hecker M, Hitchin E, Ridge Y, Wells JM, Alonso JC (2006)
pSM19035-encoded {-toxin induces stasis followed by death in a subpopulation of cells. Microbiol. 152, 2365-2379.
Lioy VS, Rey O, Balsa D, Pellicer T, Alonso JC (2010) A toxin-antitoxin module as a target for antimicrobial
dvelopment. Plasmid 63, 31-9.

Maisonneuve E, Shakespeare U, Jgrgensen MG, Gerdes K (2011) Bacterial persistence by RNA endonucleases. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 108, 13206-13211.

Meinhart A, Alonso JC, Strater N, Saenger W (2003) Crystal structure of the plasmid maintenance system
epsilon/zeta: functional mechanism of toxin zeta and inactivation by €272 complex formation. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 100, 1661-1666.

Mruk 1, Kobayashi | (2013) To be or not to be: Regulation of restriction-modification systems and other toxin-
antitoxin systems. Nucleic. Acids Res. 13, 70—86.

Mutschler H, Gebhardt M, Shoeman RL, Meinhart A (2011) A novel mechanism of programmed cell death in bacteria
by toxin—antitoxin systems corrupts peptidoglycan synthesis. PLoS Biol. 9, e1001033.
doi:10.1371/journal.pbio.1001033.

Nowakowska B, Kern-Zdanowicz |, Zielenkiewicz U and [Ceglowski P](2005) Characterization of Bacillus subtilis
clones surviving overproduction of Zeta, a pPSM19035 plasmid-encoded toxin. Acta Biochim Pol 52,99-107.

Pieper DH, Reineke W (2000) Engineering bacteria for bioremediation. Curr Opin Biotechnol 11, 262-270.

Suzuki M, Mao L, Inouye M (2007) Single protein production (SPP) system in Escherichia coli. Nat Protoc 2,1802-10;
PMID:17641648.

Tieber D, Gabant P and Szpirer C (2008) The art of selective killing: plasmid toxin/antitoxin systems and their
technological applications. BioTechniques. 45, 344-6.

Wang X, Lord DM, Cheng H-Y, Osbourne DO, Hong SH, Sanchez-Torres V et al. (2012) A new type V Toxin antitoxin
system where mRNA for toxin GhoT is cleaved by antitoxin GhoS. Nat. Chem. Biol. 8, 858—861.

Williams JJ, Hergenrother PJ (2012) Artificial activation of toxin—antitoxin systems as an antibacterial strategy.
Trends Microbiol 20: 291-298.

Yamaguchi Y, Inouye M (2011) Regulation of growth and death in Escherichia coli by toxin- antitoxin systems. Nat.
Rev. Microbiol. 9, 779-790.

Yamaguchi Y, Park JH, Inouye M (2009) MqsR, a crucial regulator for quorum sensing and biofilm formation, is a
GCU-specific mRNA interferase in Escherichia coli. J. Biol. Chem. 284, 28746—28753.

Zhu L, Sharp JD, Kobayashi H, Woychik NA, Inouye M (2010) Noncognate Mycobacterium tuberculosis toxin-
antitoxins can physically and functionally interact. J. Biol. Chem. 285, 39732-39738.

Zielenkiewicz U, (2005) The toxin—antitoxin system of the streptococcal plasmid pSM19035. J.
Bacteriol. 187, 6094—6105.

Zielenkiewicz U, Kowalewska M, Kaczor C, (2009) In vivo interactions between toxin— antitoxin proteins
epsilon and zeta of streptococcal plasmid pSM19035 in Saccharomyces cerevisiae. J. Bacteriol. 191, 3677-3684.

10



Zatacznik nr 2

5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych

Swoja prace naukowg rozpoczynatam w IBB PAN w Warszawie bezposrednio po ukorczeniu
studiow, jako wolontariuszka. Opracowatam wodwczas system ekspresji w ekstraktach
komérkowych Bacillus subtilis. Po roku wyjechatam na 3-letni staz badawczy w Katedrze
Mikrobiologii Wydziatu Farmacji Uniwersytetu Autonomicznego w Barcelonie, gdzie zajmowatam
sie badaniami produkcji polimyksyny u Serratia marcescens [Lauferska et al. 1983] oraz fagami
Neisseria meningitidis.

Po powrocie do kraju rozpoczetam prace w IBB PAN w Zaktadzie Biochemii Drobnoustrojéw pod
kierunkiem prof. T. Ktopotowskiego, w zespole badajagcym wptyw tzw. kontroli Scistej na regulacje
ekspresji operonu dad. W tym okresie rozpoczetam studia doktoranckie, ktore przerwatam w
zwigzku z urodzeniem dziecka.

Po kilkuletnim urlopie wychowawczym, powrdcitam do pracy w [IBB, w Pracowni
Sekwencjonowania DNA, gdzie opanowatam éwczesng technike sekwencjonowania (Sanger) oraz
metody izolacji RNA [Gromadka et al. 1996]. W roku 1996 dotgczytam do grupy dr Piotra
Cegtowskiego i zainteresowatam sie elementami genetycznymi warunkujgcymi trwate
dziedziczenie czasteczek plazmidowych w komdrkach bakterii skupiajgc sie na szczegdtowej
charakterystyce funkcjonowania systemu &-¢ plazmidu pSM19035 z Streptococcus pyogenes.

Po przedwczesnej smierci mojego mentora w 2004 roku, samodzielnie kontynuowatam badania
w tej dziedzinie podejmujac sie jednoczesnie obowigzkdw organizacyjno-administracyjnych
dotyczacych funkcjonowania zespotu badawczego i realizacji zadan podjetych przez dr hab. P.
Cegtowskiego. W krétkim czasie wyodrebnitam tez wtasng nowa tematyke badawcza z zakresu
metagenomiki i bioréznorodnosci mikrobiologicznej réznych srodowisk z wykorzystaniem szybko
rozwijajgcych sie technik sekwencjonowania nowej generacji, zdobywajgc na ten cel
finansowanie w stosownych konkursach. W opublikowanych pracach scharakteryzowatam
spotecznosci mikroorganizméw réznych biofilmdéw: naskalnego z kopalni w Ztotym Stoku [5],
granularnego z bioreaktora produkujgcego wodér [9], osadu metanogennego [2]. W trakcie tych
badan opracowatam réwniez metode selekcji unikalnych fragmentéw z puli klonéw z uzyciem
techniki MSSCP [8].

Zainteresowatam sie réwniez szczepami izolowanymi z badanych przeze mnie Srodowisk;
stworzytam kolekcje (przechowywang w COLIBB) kilkuset izolatow z réznych srodowisk, w tym
skazonych metalami ciezkimi i/lub niebezpiecznymi. Wybrane szczepy sg badane pod katem cech
fizjologicznych, a ich sekwencje DNA analizowane i deponowane w publicznych bazach danych
[10, 4].

Obecnie jestem kierowniczkg wyodrebnionego tematu statutowego w IBB PAN, w Zaktadzie
Biochemii Drobnoustrojéow. Bytam opiekunem kilkunastu obronionych prac magisterskich i
dwodch doktorskich. Obie prace doktorskie wykonane pod mojg opiekg merytoryczng zostaty
wyréznione przez recenzentéw i Rade Naukowg IBB.

Prowadze réwniez badania metagenomiczne we wspétpracy z innymi jednostkami naukowymi
(UW, SGGW, KUL, Muzeum Patacu w Wilanowie).
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5.1. Sumaryczny impact factor: IF 41,708

5.2. Liczba cytowan publikacji wg bazy Web of Science: 181 bez autocytowan:164

5.3. Indeks Hirscha wg bazy Web of Science: 7

5.4. Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora (podano wszystkie), taczny IF 37,556

IF podano dla roku wydania publikacji, a w przypadku najnowszych prac dla roku poprzedniego.
Zgodnie z Oswiadczeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa WyZszego w sprawie naruszania zasad dobrej praktyki
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