UNIWERSYTET MARII CURIE-SKEODOWSKIEJ
W LUBLINIE
WYDZIAL BIOLOGII I BIOTECHNOLOGII

AUTOREFERAT

Model kompleksu enzymatycznego odpowiedzialnego za biosynteze
i regulacje stopnia polimeryzacji egzopolisacharydu
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Malgorzata Marczak

Lublin 2019



Zatacznik 3

Spis tresci

1. Imie i DAZWISKO.c.viinniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiettinteteioentosatsesssestonssensossssenssnsssmenssoses 3
2. Posiadane dyplomy i stopnie NAUKOWE........couiiiiiiiniiiniiiiiiieiiiiiiiiieieiiestsesssscsnscenssans 3
3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych........ccccceuevrivvnnnenn 4

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego 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
a) tytul 0S1aZNICCIA NAUKOWEZO. ... .ttt ittt ettt et et et et et et e ettt e e e e e teeneaennnenas 4
b) publikacje wchodzace w sktad osiggniecia NnauUKOWEZ0.........ovvvviiiiiiiii e 4

¢) omoéwienie celu naukowego pracy i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich ewentualnego

R A2 0] 7441 7 1V PP 6

5. Omoéwienie pozostalych osiagni¢é¢ naukowo — badawczych

5.1 Aktywno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora................oceiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 24
5.2 Praca naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doKtOTa. ...........c.oeveveerireneririniniiiiienneenns 29
Podsumowanie dorobku NAuKOWeg0.......coveiiieiiniiiniiiniiiiiieiiiiiiiiiiiiiieiiietieetcnecnnneenes 34
Lo B0 08 (B 0 7.4 7/ (0 N 35




Zatacznik 3

1. Imig¢ i nazwisko

Malgorzata Marczak

Zaktad Genetyki i Mikrobiologii
Instytut Mikrobiologii i Biotechnologii
Wydziat Biologii i Biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej
Akademicka 19

20-033 Lublin

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2008

2002

Stopien doktora nauk biologicznych
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi

Dyscyplina: biologia

Tytul rozprawy: ,.Lokalizacja i funkcja biatek PssN i PssO w systemie transportu
egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii”

Promotor: Prof. dr hab. Anna Skorupska

Praca doktorska zostata obroniona 14 maja 2008 r.

Tytul magistra biotechnologii
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie
Wydzial Biologii 1 Nauk o Ziemi

Tytul pracy: "Analiza struktur drugorzgdowych biatek PssT i PssN Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii TA1"

Promotor: Prof. dr hab. Anna Skorupska

Praca magisterska zostata obroniona 14 czerwca 2002 r.




3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.2008 — obecnie*

Adiunkt w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii
Wydziat Biologii 1 Biotechnologii

(do 2011 roku: Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi)
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

*01.2010 - 02.2011: urlop macierzynski i wychowawczy

01.10.2002 — 30.09.2008

Asystent w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii
(do 2007 roku: Zaktad Mikrobiologii Ogdlnej)
Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi

Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie

Zatacznik 3

4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego 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.z 2018 r. poz. 1789):

a) tytut osiggnigcia naukowego:

""Model kompleksu enzymatycznego odpowiedzialnego za biosynteze i regulacj¢ stopnia

polimeryzacji egzopolisacharydu Rhizobium leguminosarum bv. trifolii**
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Skorupska A. 2019. Mgl2 is a hypothetical methyltransferase involved in exopolysaccharide
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obowigzujacy podczas ewaluacji za lata 2017-2018
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¢) omowienie celu naukowego ww. pracy i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Prace sktadajace si¢ na przedstawione osiggni¢cie naukowe stanowig cykl pieciu
spojnych koncepcyjnie artykutow oryginalnych oraz jednego artykutu przegladowego,
poswieconych funkcjonalnej charakterystyce bialek tworzacych system transportu
egzopolisacharydu glebowej bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii oraz analizie
czynnikow wplywajacych na polimeryzacje i regulacje stopnia polimeryzacji tego
polisacharydu. Przedmiotem badan przedstawianego osiggni¢cia byto rowniez powigzanie
zaburzen ilo$ciowych/jakosciowych w produkcji egzopolisacharydu z innymi szlakami
metabolicznymi 1 wladciwoSciami  rizobiow istotnymi dla ich saprofitycznego i

symbiotycznego trybu zycia.
Wprowadzenie

Rizobia nalezg do unikalnej grupy bakterii zdolnych do wchodzenia w interakcje
symbiotyczne z roslinami bobowatymi (Fabaceae). Wewnatrz tworzonych de novo organéw
roslinnych, tak zwanych brodawek korzeniowych, rizobia wigza azot atmosferyczny. Jednym
z czynnikdw decydujacych o nawigzaniu i efektywno$ci symbiozy jest egzopolisacharyd
(EPS) syntetyzowany przez bakterie. Wlasciwosci 1 lokalizacja zewnatrzkomérkowa EPS
decydujg o tym, ze stanowig one wazny element chronigcy komorki bakterii przed stresorami
abiotycznymi 1 biotycznymi, umozliwiaja adhezj¢, gromadzenie skladnikéw odzywczych,
wplywaja na ruchliwos¢ komorek oraz interakcje z organizmami wyzszymi (Becker 2015).
Jednoczesnie szerokie spektrum wlasciwosci egzopolisacharydow jakie wynikajg z
roznorodnosci ich budowy chemicznej, decyduje o ich wykorzystaniu w réznych gateziach

przemystu (Schmid i wsp. 2015).

Egzopolisacharydy zbudowane z rdznych reszt cukrowych, czyli heteropolisacharydy,
sg syntetyzowane przez bakterie wedtug mechanizmu okres§lanego, jako Wzx/Wzy-zalezny.
W pierwszym etapie, dzigki aktywnosci glikozylotransferaz zachodzi synteza powtarzajacych
si¢ podjednostek cukrowych w polaczeniu z fosforanem undekaprenylu w btonie
wewnetrznej. Kompletne oligosacharydy sa przenoszone na peryplazmatyczng strong blony

wewnetrznej dzigki aktywno$ci flipazy 1 s3 laczone przez specyficzng polimeraze
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polisacharydu. W tym procesie niezbedne jest biatko, ktore decyduje o
gatunkowo/szczepowo-specyficznej wielkosci polimeréw (tzw. regulator dtugosci tancuchow,
inaczej: kopolimeraza). Dzigki aktywnosci tego biatka komorka bakteryjna produkuje
egzopolisacharyd o stalym sktadzie chemicznym, ale r6znych masach czasteczkowych, co
daje charakterystyczny dla gatunku/szczepu sktad frakcji, tzw. nisko- i wysokoczasteczkowej
(LMW i HMW EPS). Polisacharyd jest transportowany na zewnatrz komorki przez kanat
tworzony w ostonach komoérkowych przez duze oligomeryczne biatka. Uwaza sie, ze

transport odbywa si¢ jednoczesnie z polimeryzacjg (Islam i Lam 2014).

EPS bakterii gatunku Rhizobium leguminosarum zbudowany jest z osmiocukrowych
podjednostek ztozonych z glukozy, kwasu glukuronowego i galaktozy w stosunku molowym
5:2:1, modyfikowanych podstawnikami niecukrowymi, tj. octanem, pirogronianem i
hydroksymaslanem, w sposob szczepowo-specyficzny (Robertson i wsp. 1981; O'Neill i wsp.
1991). Geny determinujace produkcje EPS w R. leguminosarum sa sukcesywnie
charakteryzowane na poziomie molekularnym. Zbadano dotychczas funkcje kilkunastu
genow pss (ang. polysaccharide synthesis) bioragcych udzial w tym procesie. Najwigksze
skupisko gendw kodujacych roézne elementy tego szlaku biosyntezy zidentyfikowano w
chromosomie R. leguminosarum. Region ten, nazwany Pss-1 (Rys. 1), zidentyfikowano

réwniez w genomach bakterii spokrewnionych z R. leguminosarum.
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Rys. 1. Organizacja genetyczna regionu Pss-I, w ktorym zidentyfikowano szereg gendéw zaangazowanych w
biosyntez¢ egzopolisacharydu w Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 na réznych etapach tego procesu.
Oznaczenie kolorystyczne grupuje geny, ktorych funkcja w syntezie podjednostki, polimeryzacji/transporcie i
modyfikacji EPS zostala potwierdzona eksperymentalnie lub przewidywana. Zmodyfikowano na podstawie:
Marczak i wsp. 2017.
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Skupia on geny kodujace glikozylotransferazy odpowiedzialne za synteze
podjednostki EPS, z wyjatkiem genu kodujacego biatko uczestniczace w pierwszym etapie
syntezy, odpowiedzialne za dodanie pierwszej reszty heksozowej do nosnika lipidowego,
zlokalizowanego poza Pss-I. Produkty biatkowe pozostalych gendow pss tworzg system
polimeryzacji/eksportu EPS, tj. przypuszczalng flipaze (PssL), polimeraz¢ polisacharydu
(PssT), kopolimeraze (PssP) oraz biatko kanalowe zlokalizowane w blonie zewngtrznej

(PssN) (Krdl i wsp. 2007).
Zewnatrzkomorkowe bialko PssO niezbedne w biosyntezie EPS

Jednym z najbardziej zagadkowych genéw w regionie Pss-1 jest pssO zlokalizowany
pomigdzy genami psSN-pssP. Taka organizacja genetyczna: pssN-pssO-pssP (Rys. 1)
przypomina konserwatywny uktad genéw wza-wzb-wzc w E. coli, gdzie wza koduje biatko
kanalowe blony zewngtrznej podobne do PssN, wzb - fosfataze, za$ gen wzc - kinaze
tyrozynowa petniaca funkcj¢ kopolimerazy, homologiczng do PssP. PssO nie wykazuje
jednak znaczacego podobienstwa (zaréwno na poziomie sekwencji aminokwasowej, jak i
przewidywanej struktury) ani do fosfatazy Wzb, ani do jakiegokolwiek innego bialka o znanej
funkcji. Hipotetyczne biatka o wysokim stopniu podobienstwa sekwencji aminokwasowej z
PssO zidentyfikowatam in silico w genomach R. leguminosarum bv. viciae i R. etli. Ich
pokrewienstwo immunologiczne potwierdzitam identyfikujgc biatka reagujace z surowica
anty-PssO tylko w komorkach tych dwoéch biotypoéw. Gen pssO poddatam heterologicznej
ekspresji w komoérkach E. coli, a oczyszczone biatko PssO-Hisg postuzyto jako antygen do
otrzymania surowicy anty-PssO oraz do analizy struktury drugorzedowej metoda FTIR (ang.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy). Biatko PssO ma mas¢ ~25 kDa i charakteryzuje
si¢ duzg zawartoscia a-helis (32%), podczas gdy struktury typu P-kartki stanowia ~12%.
Przewidywane in silico rozmieszczenie struktur drugorzgdowych w potaczeniu z danymi
ilosciowymi pochodzacymi z analizy FTIR pozwolity sklasyfikowaé PssO jako biatko typu
a+B. Takie biatka charakteryzuje obecnos¢ a-helis 1 B-kartek rozrzuconych w obrebie

polipeptydu tak, ze nie sg tworzone struktury naddrugorzedowe typu B-a-f.

PssO nie wykazuje istotnego podobienstwa sekwencji aminokwasowej do biatek

bakteryjnych o znanej funkcji; dostgpne narzgdzia umozliwity wykrycie jedynie nieznacznego




Zatacznik 3

podobienstwa hipotetycznej struktury do biatek fimbrii/pili Enterobacteriaceae oraz
endoglukanazy Streptomyces sp. Analiza fuzji translacyjnych pssO-phoA/lacZ oraz frakcji
komoérkowych szczepu RtTA1 wykazata, ze PssO jest bialkiem eksportowanym do
peryplazmy 1 wydzielanym poza komorke, ale pozostajacym w zwiazku z jej powierzchnig.
Lokalizacj¢ ~ zewnatrzkomoérkowa/powierzchniowa  potwierdzita  réwniez  immuno-
elektronomikroskopia. Wykazatam, ze obecnosc¢ biatka PssO na powierzchni komorki nie jest
jednak zwigzana z adhezjg rizobiow do wlosnikow korzeniowych — przyleganie komoérek
mutanta, jak 1 szczepu dzikiego do wlosnikow, bylo rownie efektywne. Mimo
zidentyfikowania in silico potencjalnych miejsc glikozylacji biatka PssO, nie potwierdzitam
tej modyfikacji PssO in vivo w komoérkach RtTAL.

Badania molekularne biatka PssO stanowity kontynuacje prac rozpoczetych przed

uzyskaniem stopnia doktora i zaowocowaty praca:

Marczak M, Mazur A, Gruszecki WI, Skorupska A. 2008. PssO, a unique extracellular
protein important for exopolysaccharide synthesis in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii.
Biochimie 90: 1781-1790.

Wykazalam, ze PssO jest biatkiem nietypowym dla systemu Wzx/Wzy-zaleznego, ale
niezb¢dnym w produkcji EPS: mutant delecyjny pssO nie produkuje nawet sladowych ilosci
egzopolisacharydu. Specyficzne cechy tego biatka, m.in. jego unikalno$¢ dla waskiej grupy
rizobiow, struktura drugorzedowa bogata w a-helisy, lokalizacja zewnatrzkomorkowa oraz
niezbgdnos¢ dla przepuszczalnosci oston komorkowych, nie thumacza jednak roli tego biatka
w syntezie/sekrecji EPS. Niewykluczone, ze PssO funkcjonuje jako element strukturalny
niezbedny dla ztozenia hipotetycznego kompleksu transportera EPS lub jego stabilnosci.
Badanie funkcji biatka PssO kontynuowalam w ramach projektu, ktorego celem byto
zrekonstruowanie sieci oddziatywah miedzy opisanymi biatkami Pss zaangazowanymi w

synteze/sekrecje egzopolisacharydu.
Bialka Pss tworza homo- i heterooligomery

Mechanizmy biosyntezy i transportu polisacharydow muszg by¢ skoordynowane,
zatem muszg zaleze¢ od interakcji biatek zaangazowanych w te procesy. Badania genetyczne i

strukturalne wskazywaly, ze biatka odpowiedzialne za polimeryzacje i translokacje
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polisacharydéw oddziatuja ze soba, aczkolwiek sa to dotychczas czastkowe dane o
oddziatywaniach biatek tego typu w roznych modelach badawczych. Podjety przeze mnie
problem mapowania oddziatywan mig¢dzy biatkami Pss oraz interakcji z innymi biatkami

RtTA1 byl naturalng kontynuacjg naszych wczesniejszych badan funkcji biatek Pss.

Wykazatam, ze biatka PssT, PssN, PssO i PssP maja zdolno$¢ tworzenia struktur
homooligomerycznych o rdznej liczbie protomeréw w kompleksie. Gtoéwnym osiggnigciem
tej pracy bylo jednak wykazanie, ze polimeraza PssT i kopolimeraza PssP oddziatujg ze sobg
tworzac kompleks. Oddziatywanie takie wydawato si¢ dotad oczywiste, chociaz jedyne dane
potwierdzajace zalezno$¢ migdzy tymi biatkami dotyczyly tylko badan genetycznych z
wykorzystaniem heterologicznej komplementacji (Marolda i wsp. 2006). Dane uzyskane
przeze mnie z wykorzystaniem bakteryjnego systemu dwuhybrydowego potwierdzili pdzniej
inni badacze w uktadzie in vitro z wykorzystaniem oczyszczonych biatek polimerazy Wzy i
kopolimerazy Wzz, na modelu syntezy antygenu O-swoistego LPS Shigella flexneri (Nath i
Morona 2015). Wyznaczytam réwniez domeny odpowiedzialne za homooligomeryzacje
polimerazy i kopolimerazy oraz oddzialywania heterologiczne PssP-PssT. Mapowanie to
pozwolito wyjasni¢ fenotyp mutantow pssP i pssT, charakteryzujacych si¢ zaburzeniem ilo$ci
EPS i stopnia polimeryzacji frakcji HMW i LMW (Mazur i wsp. 2002;2003). Skrocenie
biatka PssP od strony C-konca powoduje zaburzenie jego homooligomeryzacji, ale nie znosi
oddziatywania z polimeraza polisacharydu PssT. Przeciwnie, skrocona forma kopolimerazy
oddziatywata silniej z polimeraza. W mutantach pssP skutkuje to produkcja EPS, w ktérym
przewaza forma niskoczasteczkowa (LMW). Skrocenie PssT od strony C-konca nie zaburza
znaczaco homodimeryzacji biatka, ale znosi oddziatywanie z PssP. Zatem niekontrolowana
polimeryzacja podjednostek EPS 1 produkcja wigkszej ilosci egzopolisacharydu o
wysokoczasteczkowych tancuchach (HMW) przez mutanta pssT jest najprawdopodobniej

skutkiem takiego zaburzenia oddzialywan migdzy biatkami.

Dotychczas nie wykazano bezposredniego oddziatywania migdzy flipazg a
jakimkolwiek biatkiem zaangazowanym w biosyntez¢ polisacharydow. Jednak w naszym
ukladzie modelowym, powtarzalnie obserwowano staba interakcj¢ miedzy flipaza PssL a
kopolimeraza PssP. Potwierdza to postulowang kolejnos¢ zdarzen, wedlug ktorej
podjednostki oligosacharydowe syntetyzowane na nosniku lipidowym bytyby przekazywane

do kompleksu odpowiedzialnego za polimeryzacje, zbudowanego z oligomerdéw biatek PssT i

-10 -
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PssP. Ze wzgledu na dwustronne oddzialywania, bialtko PssP stanowitoby swoisty pomost
miedzy flipaza a polimerazg. Podobny schemat funkcjonowania zaproponowano dla
kopolimerazy Wzz zaangazowanej w biosynteze tancucha O-swoistego LPS (Morona et al.
2009).

Biatko PssN jest lipoproteing zlokalizowang w btonie zewngtrznej (Marczak i wsp.
2006). Wykazatam, ze tworzy co najmniej tetramery i niewykluczone, ze rowniez struktury
wyzszego rzedu oraz oddziatuje z biatkiem PssP. Uzyskane dane wskazuja, ze transport EPS
powoduje "rozluznienie" oddziatywan w obrgbie homooligomerow PssN 1 PssP, natomiast
"zacie$nienie" interakcji heterologicznej PssN-PssP. Moze to wynika¢ z przejsciowych
oddziatywan biatko-polisacharyd w trakcie wyprowadzania polimeru przez kanal blonowy.
Brak produkcji EPS (np. spowodowany mutacjg w genie innym niz PSSN lub pssP) powoduje,
ze oligomer PssN staje si¢ bardziej stabilny i nastepuje wyrazne "rozluznienie" interakcji z
biatkiem PssP. Analiza dwuhybrydowa niejednoznacznie wskazala rowniez na mozliwo$¢
oddziatywania biatka PssN z opisanym wczesniej PssO. Mozliwos$¢ taka popiera fakt, iz
obydwa biatka sa wyprowadzane z cytoplazmy do btony zewnetrznej (PssN) 1 poza komorke
(PssO). Sieciowanie in vitro i in vivo wskazato na mozliwo$¢ tworzenia przez biatko PssO
wielopodjednostkowych struktur multimerycznych. Rzuca to nowe $wiatlo na ustalong
wczesniej nietypowa lokalizacje pozakomorkowa biatka zaangazowanego w produkcje

heteropolisacharydu wedlug schematu Wzx/Wzy-zaleznego.

W toku realizacji tego zadania badawczego powtorzytam analizg in silico sekwencji
aminokwasowe] biatka PssT pod katem obecno$ci motywow aminokwasowych 1 domen
charakterystycznych dla polimeraz polisacharydow. Na tle wczesniej uzyskanych przez nas, a
trudnych do wytlumaczenia wynikow ustalitam, ze topologia PssT jest bardzo podobna do
biatka Wzy: poza 12 TMS (ang. transmembrane segment) obecne sg tez dwie kluczowe petle
peryplazmatyczne odpowiedzialne za polimeryzacj¢ podjednostek wedlug modelu "catch and

release™ (Islam i wsp. 2011).

Uzyskane wyniki opisano w artykule: Marczak M, Diwierzynska M, Skorupska A.
2013. Homo- and heterotypic interactions between Pss proteins involved in the
exopolysaccharide transport system in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Biol Chem.
394: 541-559.
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Genom dodatkowy rizobiéow a geny modulujace ilos¢ i jakos$¢ egzopolisacharydu

Produkcja powierzchniowych polisacharydow przez rizobia jest czynnikiem
kluczowym dla kolonizacji rizosfery i brodawkowania, obok zdolno$ci bakterii do aktywnego
ruchu i chemotaksji, metabolizowania wielu zrodet wegla i energii, produkcji bakteriocyn czy
witamin. Geny niezbedne dla bakterii sg zazwyczaj zlokalizowane w chromosomie, jednak
przyktad rizobiéw pokazuje, ze ogromna pula gendw waznych zaréwno w saprofitycznym jak
1 symbiotycznym stylu zycia jest zlokalizowana na plazmidach. Plazmidy stanowig tzw.
genom dodatkowy (ang. accessowy genome), ktory moze stanowi¢ nawet 35-45% calego

genomu tych bakterii (Mazur i Koper 2011).

Genom R. leguminosarum bv. trifolii TA1 tworzy pi¢¢ replikonéw: chromosom i
cztery megaplazmidy (pRleTAla—pRIeTALd) (Rys. 2).

chromosome —»

pRITA1 b
598 kb

pRtTA1a*
497 kb

Rys. 2. Analiza PFGE genomowego DNA R. leguminosarum bv. trifolii TA1. Wielkosci plazmidow oszacowano
na podstawie wzorca, ktory stanowit genom szczepu R. leguminosarum bv. viciae 3841. Najmniejszy plazmid
symbiotyczny oznaczono gwiazdka. Zmodyfikowano na podstawie: Krél i wsp. 2007 (wielkosci poszczegolnych
replikonow ustalono doktadnie w pdzniejszej pracy na podstawie analizy restrykcyjnej: Krél i wsp. 2008).

Dwa z nich, pRIeTA1b i pRleTAld wykazuja cechy tzw. chromidow, tj. replikonow o
cechach jednocze$nie genomu rdzeniowego i dodatkowego, za$ najmniejszy z plazmidéw
pRleTAla to plazmid symbiotyczny, niosagcy geny niezbedne dla nawigzania efektywnego
dialogu migdzy partnerami symbiozy. W celu poznania zalezno$ci funkcjonalnych miedzy
plazmidami oraz ich wkladu w metabolizm 1 cechy fenotypowe rizobiow, szczegdlnie z
punktu widzenia zdolno$ci symbiotycznych tych bakterii, eliminowano poszczegdlne

plazmidy ze szczepu RtTA1. Catkowicie wyeliminowano z komoérki dwa plazmidy pRleTA1b
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1 pRIeTA1d majace cechy chromidéw. Nie udalo si¢ wyeliminowa¢ plazmidu pRIleTAlc, a
plazmid symbiotyczny pRleTA la utracit tylko fragment czasteczki i ulegt rearanzacji.

Fakt, ze plazmid pRleTA 1c nie zostat wyeliminowany $wiadczy o tym, ze musi nie$¢
geny istotne dla metabolizmu. Sposrod niewielkiej liczby zsekwencjonowanych gendow
plazmidowych na pRleTAlc zmapowano wczesniej geny zwigzane z biosyntezg LPS,
metabolizmem cukréw, pobieraniem aminokwaséw czy metabolizmem nukleotydow
flawinowych. Przeszukiwanie bazy genow z wykorzystaniem dostepnych sekwencji kontigow
genomu RtTA1 wykazalo, ze szereg genow plazmidu pRleTAlc koduje hipotetyczne ABC-
transportery peptydow, aminokwaséw, zelaza oraz cukrow.

Geny kluczowe dla nawigzania symbiozy znajduja si¢ na plazmidzie symbiotycznym,
ale inne geny wazne w tym procesie (np. geny kodujace biatka zwigzane z biosynteza
polisacharydéw) moga by¢ rozsiane w genomie, w tym na plazmidach. Szczepy pochodne z
delecja fragmentu plazmidu pRIleTAla produkowaly wigcej EPS niz szczep dziki,
wykazywatly taka sama, lub wyraznie obnizong autoagregacje oraz tworzyly znacznie mniej
biofilmu. Ruchliwo$¢ szczepdw  pozbawionych rdéznych fragmentow  plazmidu
symbiotycznego pozostala niezmieniona. Przeszukiwanie bazy gendw istotnych wykazato
obecno§¢ w pRIeTAla hipotetycznych gendéw kodujacych transportery, systemy
dwusktadnikowe oraz biatka zwigzane z tworzeniem przegrody podziatowe;.

Szczep pozbawiony plazmidu pRIleTA1b wykazywal znacznie zmniejszone tempo
podzialow i biomase biofilmu, ale zwigkszong autoagregacj¢. Pochodna ta byla réwniez
najbardziej metabolicznie defektywna. Zaskakujaco, szczep ten byl najbardziej efektywny
symbiotycznie. Sugeruje to, ze na plazmidzie pRIeTA1b sg geny, ktorych utrata jest sytuacja
stresowa dla bakterii, lecz nie ma gendow niezbednych dla biosyntezy EPS, gdyz podobnie jak
pozostale szczepy bez plazmidéw ten szczep charakteryzuje sie¢ zwigkszona produkcja
egzopolisacharydu. Dominujagcym elementem fenotypu pochodnej bez plazmidu pRIleTAld
byt brak ruchliwosci w podlozu poélptynnym (ang. swimming motility). Wigkszos¢ genow
odpowiedzialnych za ruchliwo$¢ i1 chemotaksje jest zlokalizowana na chromosomie R.
leguminosarum, niewykluczone wigc, ze w plazmidzie pRleTA1d obecne sg geny powigzane

funkcjonalnie z gltownym regionem chemotaksji.

Powyzsze wyniki opisano w artykule: Stasiak G, Mazur A, Wielbo J, Marczak M,
Zebracki K, Koper P, Skorupska A. 2014. Functional relationships between plasmids and
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their significance for metabolism and symbiotic performance of Rhizobium leguminosarum
bv. trifolii. J Appl Genet. 55(4):515-527.

Ztozony fenotyp pochodnych szczepu RtTA1 bez poszczegdlnych plazmidow, lub
zawierajacych tylko fragment plazmidu, potwierdza istnienie skomplikowanej sieci powigzan
migdzy genami zlokalizowanymi w réznych replikonach, a majacych wptyw na biosynteze
EPS i innych polisacharydéw zewnatrzkomoérkowych oraz na cechy powigzane funkcjonalnie
z EPS, np. ruchliwo$¢. W szczepie RtTAl zidentyfikowano dotychczas pie¢ regiondw
Pssl-PssV (Rys. 3), w ktorych zgrupowane sg geny o potwierdzonej lub przewidywanej
funkcji w produkcji egzopolisacharydu oraz innych polisacharydow, takich jak LPS czy

celuloza.
Nowe elementy systemu polimeryzacji egzopolisacharydu

Region Pss-I jest najwigkszym skupiskiem gendéw zaangazowanych w
biosynteze/transport egzopolisacharydu. Jednak nasze analizy in silico sekwencji gendw tzw.
regionu Pss-11 oddalonego 0 200 kpz od Pss-1I, wykazaly, ze geny zgrupowane w tym regionie
rowniez wykazuja podobienstwo sekwencji i1 organizacji do gendéw kodujacych skladniki

systemu Wzx/Wzy-zaleznego (Rys. 3).

A)
Pss-IV (~10 kb)
pRIeTA1b
(~0.6 Mb)
Pss-lil (~9 kb)

Posil (15 k0) chromosome
pssAB (~2 kb) (._,47 M b)
Pss-l (~34 kb) Pss-V (~3 kb)
B)
(T [eev > —— (i y{Toes S o > I ) i o ol o B i o G < (=0} oty owor_ >
C)

TR o et ) (o > (ot »

Rys. 3. Lokalizacja genomowa i organizacja genetyczna regionow Pss w Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
TAL. A) Regiony Pss-I, Pss-11 oraz geny pssAB sg sprzezone w chromosomowym regionie wielkosci 200 kpz.
Inne zidentyfikowane regiony Pss wykazujg odlegly lokalizacje w chromosomie oraz na plazmidzie pRIeTAlb.
Organizacja genetyczna regionu Pss-1 (B) vs. Pss-1l (C): kod kolorystyczny podkre$la obecnos¢ w regionie
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drugim genéw kodujacych kluczowe elementy systemu Wzx/Wzy-zaleznego (pomaranczowy). Sposrod nich,
dotychczas charakteryzowano funkcjonalnie jedynie gen pssP2. Zrodto: Marczak i wsp. 2017.

Interesujace bylo zatem badanie, czy region Pss-II jest zwigzany z biosynteza tego
samego polisacharydu, czy tez odpowiada za biosynteze czasteczki innego typu np. w innych

warunkach.

Kopolimeraza polisacharydu jest biatkiem, ktore bezposrednio nie odpowiada za
katalityczne taczenie ze sobg podjednostek oligocukrowych, ale jest niezbedna w biosyntezie
1 zaangazowana w regulacje stopnia polimeryzacji tancuchow egzopolisacharydéw oraz
tancuchow O-swoistych LPS. W regionie Pss-1 biatko tego typu kodowane jest przez gen
pssP. Gen pssP2 zidentyfikowany w regionie Pss-11 koduje hipotetyczne biatko podobne do
PssP i wykazujace szereg cech charakterystycznych dla kopolimeraz. Lokalny poziom
identycznosci/podobienstwa sekwencji aminokwasowej pomiedzy PssP2 1 PssP wynosi
28%/47% w C-koncu PssP2 (258-554 aa) i 27%/45% w N-koncu PssP2 (16-251 aa); biatka
bardzo réznig si¢ dlugoscia, a w dopasowaniu obecny jest duzy indel w $rodkowej czesci
sekwencji biatka PssP. Sposrdod biatek o znanych lub przewidywanych funkcjach najwyzsze
podobienistwo  (zarbwno na  poziomie  sekwencji  aminokwasowej, jak i
przewidywanej/potwierdzonej struktury drugo- i trzeciorzgdowej) wykryto dla kinaz
tyrozynowych zaangazowanych w regulacje stopnia polimeryzacji polisacharydow (tzw.
biatka BYK, ang. bacterial tyrosine kinases) (Grangeasse i wsp. 2012).

Biatko PssP2 prawdopodobnie nie wystepuje w znacznej ilosci w komorkach RtTAT,
a przynajmniej nie w warunkach rutynowej hodowli w podtozu pelnym lub minimalnym.
Wskazuje na to brak aktywnego promotora przed genem pssP2. Transkrypcja genu pssP2
odbywa si¢ prawdopodobnie w ukladzie bicistronowym z poprzedzajacym genem pssY,
aczkolwiek aktywno$¢ promotora pssY w tych samych warunkach jest bardzo niska.
Uszkodzenie genu pssP2 spowodowane integracja plazmidu samobdjczego w miejscu
kodujacym hipotetyczng domene cytoplazmatyczng biatka skutkowato zwigkszeniem
poziomu produkcji EPS, o zwigkszonej masie czasteczkowej polimerow w obydwu frakcjach,
tj. HMW 1 LMW. W powigzaniu z t3 zmiang, mutant wykazywal rowniez zwigkszong
autoagregacje, podobnie jak szczep pozbawiony plazmidu pRIeTA1b. Wykazatam, ze biatko
PssP2 oddziatuje in vivo z kopolimerazg PssP, polimerazag PssT i glikozylotransferazg PssC

zaangazowang w syntez¢ oktasacharydowej podjednostki EPS.
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W $wietle tych wynikow oczywistym stato si¢ powigzanie funkcjonalne pomiedzy
kopolimerazg polisacharydu kodowang w regionie Pss-II a biatkami kodowanymi w gtéwnym
regionie Pss-1. PssP2 mogloby funkcjonowaé jako Igcznik pomiedzy biatkami
odpowiedzialnymi za syntez¢ i transport podjednostki EPS (glikozylotransferazy/flipaza
PssL), a biatkami zawiadujgcymi polimeryzacjg i eksportem polisacharydu (PssP, PssT,
PssN). Dane wskazuja, ze biatka PssP 1 PssP2 pelnig uzupetniajace si¢ role w syntezie frakcji
HMW i LMW EPS, podobnie jak to ma miejsce w przypadku syntezy tancuchow O-
antygenu, gdzie rowniez zaangazowane sa dwie kopolimerazy (Carter i wsp. 2009). W takim
kompleksie biatko PssP prawdopodobnie odpowiada za regulacj¢ polimeryzacji tancuchéw
frakcji HMW, za$ PssP2 - frakcji LMW. Sktad kompleksu moze by¢ dynamiczny, a czynniki
genetyczne i srodowiskowe regulujg ostateczng stechiometri¢ i wptywaja na sktad ilosciowy
poszczegbdlnych frakcji w produkowanym egzopolisacharydzie. Posrednim dowodem na
stuszno$¢ tej hipotezy jest istotnie rézny poziom ekspresji genow pssP i pssP2 (mierzony
aktywnoscig promotoréw) w komorkach RtTAl, co moze skutkowaé rdéznicami w
oddziatywaniu z polimeraza PssT. Z danych literaturowych wynika, Ze sterujac ilo$cia biatek
polimerazy/kopolimerazy mozna wplywa¢ na ilo§¢ 1 jakos¢ produkowanego
heteropolisacharydu (Carter i wsp. 2009, Galvan i wsp. 2013). Ustalenie funkcji pozostatych
gendw regionu Pss-II pozwoli pozna¢ znaczenie obecnosci w genomie licznych podobnych

gendw zaangazowanych w ten sam szlak biosyntezy.

Powyzsze wyniki opublikowano w pracy: Marczak M, Matysiak P, Kutkowska J,
Skorupska A. 2014. PssP2 is a polysaccharide co-polymerase involved in exopolysaccharide
chain-length determination in Rhizobium leguminosarum. PLoS One 9(9): e109106.

Charakterystyczna proporcja frakcji nisko- i wysokoczasteczkowej polisacharydéw
jest jednym z elementéw ksztattujacych specyficzno$¢ i efektywnos¢ oddzialywan bakterii z
ro$linnym lub zwierzgcym gospodarzem. W przypadku LPS roéznych bakterii, kazda z frakcji
O-PS pelni okreslong role biologiczng 1 angazuje podobne kopolimerazy, ktore
wspotdziataja/konkuruja ze sobg w obrgbie kompleksu polimeryzacji. W przypadku
egzopolisacharydu, przez wiele lat uwazano, ze LMW EPS pelni zasadniczg rol¢ sygnatowa.
Wykazano jednak, ze mutanty Sinorhizobium meliloti nieprodukujace wykrywalnych ilosci
LMW EPS zakazajg ro$liny i z sukcesem wchodza w symbiotyczng relacje z rosling (Mendis i
wsp. 2016). Mutanty R. leguminosarum produkujace wiecej HMW EPS sg za$ bardziej
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efektywne w symbiozie (Mazur i wsp. 2003, Marczak i wsp. 2014). Poziom ekspresji genow
dla kopolimeraz polisacharydu koreluje ze zmiang masy czasteczkowej polimerow.
Wykazano, ze jednym z elementow regulujacych ekspresje odpowiednich genow w
odpowiedzi na czynniki Srodowiskowe sg metylotransferazy (Sarnacki i wsp. 2009) i biatka
regulatorowe, = wplywajace = na  aktywno$¢  transkrypcyjng — gendw  poprzez
metylacje/demetylacje w obrgbie odpowiednich regiondw promotorowych. W poszukiwaniu
takich czynnikow genetycznych, ktére mogtyby regulowac proces polimeryzacji EPS w R.

leguminosarum skupitam si¢ na genie mgl2.
Metylotransferaza powiazana funkcjonalnie z polimeryzacja EPS i tworzeniem biofilmu

Gen mgl2 zidentyfikowano na koncu regionu Pss-I, w poblizu skupiska genow
kodujacych glikozylotransferazy i enzymy modyfikujace EPS podstawnikami niecukrowymi
(Rys. 1). Gen zlokalizowany jest migdzy genem pssV kodujacym hipotetyczng kinaze z
motywem AAK (ang. amino acid kinase), a genem regA kodujacym hipotetyczne biatko z
domeng HTH, a wigc prawdopodobnie zdolne do wigzania z DNA. Kontekst genomowy oraz
istotne podobienstwo do metylotransferaz zaleznych od S-adenozylometioniny (SAM)
sugeruje, ze Mgl2 jest tzw. metylotransferaza osamotniong, niezwigzang z systemem
restrykcji-modyfikacji. Geny kodujace hipotetyczne biatkka o wysokim poziomie
identycznosci/podobienstwa zidentyfikowatam jedynie w R. leguminosarum bv. trifolii, R.
leguminosarum bv. viciae i R. etli. W chromosomach R. etli i R. leguminosarum bv. trifolii
RtTAL obecny jest paralog genu mgl2. W R. etli jest on powigzany z odlegtymi od Pss-I
genami celABCD zaangazowanymi w biosynteze celulozy, natomiast w szczepie TA1 jest
zlokalizowany w poblizu genow kodujacych elementy systemu dwusktadnikowego. W R.

leguminosarum bv. viciae jedyna kopia mgl2 jest sprzezona z genami cel ABCD.

Duzy region migdzygenowy dzielony z transkrybowanym w przeciwng stron¢ genem
pssV sugeruje ztozong regulacje¢ transkrypcji genu/gendow mgl2/pssV. Promotor mgl2 jest
silny, a jego aktywno$¢ jest regulowana czynnikami $rodowiskowymi i zmienia si¢ w
zalezno$ci od sktadu podtoza hodowlanego. Struktura biatka Mgl2 przewidziana dzigki
modelowaniu homologicznemu wykazuje podobienstwo do metylotransferaz (MTaz) klasy I,
dla ktorych charakterystyczna jest obecno$¢ B-kartki otoczonej a-helisami (ang. Rossman

fold), z konserwatywnym motywem tworzgcym miejsce wigzania SAM. Ustalitam, ze Mgl2
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jest integralnym bialkiem blonowym 1 ma zdolnos¢ tworzenia homooligomerow.
Poréwnawcza analiza restrykcyjna DNA genomowego szczepu dzikiego 1 mutanta
delecyjnego Amgl2 z wykorzystaniem restryktaz, ktorych aktywnos$¢ jest modyfikowana
metylacja DNA w obrebie sekwencji GATC lub motywu GANTC, nie potwierdzita, ale
réwniez nie wykluczyla jednoznacznie takiej aktywnos$ci metylazy DNA dla Mgl2 w

komorkach szczepu TAL.

Delecja genu mgl2 skutkowata nadprodukcja EPS, w ktorym wyraznie zaburzony
zostal rozktad frakcji na korzys¢ tancuchéw o masach 7,4 - 125 kDa, czyli duzo krotszych niz
we frakcji HMW szczepu dzikiego. Wprowadzenie do komorki genu mgl2 in trans
spowodowato przywrocenie produkcji EPS o wiasciwym dla szczepu dzikiego rozkladzie
frakcji. Wykazatam, ze obserwowane zaburzenie nie wynikatlo ze zmiany poziomu ekspresji
genOw pss. Mutant wytwarzal mniej biofilmu w pelnym podlozu 79CA, ale jednocze$nie w
podtozu minimalnym biofilm byt wyraznie grubszy i bardziej zwarty. Dodatkowo, delecja
genu mgl2 korelowata z wyraznie wigksza ruchliwos$cig bakterii w podtozu minimalnym i
mniejsza wrazliwo$cia na deoksycholan sodu. Co ciekawe, wszystkie te zmiany fenotypowe

nie wptynety niekorzystnie na wlasciwo$ci symbiotyczne szczepu.

mgl2 petni posrednig lub bezposrednia role w produkcji EPS, odpowiedzi na stres i
ruchliwosci. Jednakze zaleznoSci pomiedzy obserwowanymi fenotypami sa zlozone, nie
wpisuja si¢ w znane mechanizmy (np. regulacji produkcji EPS) i doktadna funkcja biatka
pozostaje niewyjasniona. Mozliwe, ze tak jak niektore biatka z domena Rossmana, Mgl2 jest
biatkiem wigzacym SAM, ale nie ma aktywnosci (metylo)transferazowej (Kozbial i
Mushegian 2005). Jednoczesnie, lokalizacja genomowa mgl2 i jego paralogu w sgsiedztwie
genoéw kodujacych hipotetyczne biatka wigzace DNA 1 kinazy sugeruje role powigzang z
systemem dwusktadnikowym. Systemy takie powszechnie reguluja takie procesy jak
metabolizm azotu, produkcja polisacharydow 1 skladanie rzgsek, a wigc takie, ktorych
zaburzenia obserwuje si¢ W mutancie Amgl2. Badania sg kontynuowane, aktualnie
sprawdzane sg konsekwencje delecji genu pssV; wstepne wyniki wskazujg na powigzanie

funkcjonalne genu pssV z sasiadujagcym mgl2.

Omoéwione powyzej wyniki opublikowano w artykule: Marczak M, Zebracki K,
Koper P, Turska-Szewczuk A, Mazur A, Wydrych J, Wéjcik M, Skorupska A. 2019. Mgl2 is
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a hypothetical methyltransferase involved in exopolysaccharide production, biofilm
formation and motility in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. MPMI. doi:
10.1094/MPM1-01-19-0026-R.

Co wiadomo o biosyntezie EPS w Rhizobium leguminosarum?

Egzopolisacharydy sa syntetyzowane w szlaku okre§lanym, jako Wzx/Wzy-zalezny.
Praca przegladowa: Marczak M, Mazur A, Koper P, Zebracki K, Skorupska A. 2017.
Synthesis of Rhizobial Exopolysaccharides and Their Importance for Symbiosis with
Legume Plants. Genes (Basel). 8(12):360. doi:10.3390/genes8120360, podsumowuje
najnowsze dane dotyczace sygnatowej roli egzopolisacharydu w nawigzywaniu efektywne;j
symbiozy, ale przede wszystkim zagadnienia zwigzane z jego synteza, obecnym stanem
wiedzy o bialkach zaangazowanych w Wzx/Wzy-zalezng biosyntezg, polimeryzacje i
transport (egzo)polisacharydow, z uwzglednieniem badan bakterii modelowych, jak rowniez

wynikéw uzyskanych na modelu Rhizobium leguminosarum w naszej grupie.

Podsumowanie

1. Biosynteza egzopolisacharydu w R. leguminosarum odbywa si¢ z udziatem produktow
genow szlaku Wzx/Wzy-zaleznego. W szczepie RtTA1 w produkcje EPS zaangazowane jest
nietypowe bialko PssO unikalne dla waskiej grupy rizobiéw i wykazujace niskie
podobienstwo zaro6wno do znanych bialek tego systemu, jak 1 innych o znanej
strukturze/funkcji. PssO jest eksportowane na powierzchni¢ komorki i jest niezbedne w
produkcji EPS - mutant delecyjny pssO nie produkuje egzopolisacharydu. PssO jest biatkiem
typu a+p i tworzy co najmniej dimery. Sieciowanie biatek in vivo sugeruje rowniez
tworzenie przez PssO struktur multimetrycznych. Przypuszczalnie jest to cecha, ktora
wigze si¢ z lokalizacja biatka i umiarkowanym podobienstwem jego przewidywanej struktury
trzeciorzedowej do bialek budujacych fimbrie/pili. Wyniki analizy dwuhybrydowej
wskazuja na oddzialywanie PssO z zewnatrzblonowa lipoproteing PssN. Zwiekszenie
ruchliwosci mutanta pssO w minimalnym podtozu potptynnym sugeruje, ze chociaz
zablokowana produkcja EPS jest glownym obserwowalnym defektem, jest to tylko jedna z

wielu cech zmienionych w wyniku delecji genu. Niewykluczone, ze taki fenotyp wynika ze
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zmian w funkcjonowaniu ukladu chemotaksji, a to sugeruje powigzanie (posrednie lub

bezposrednie) biatka PssO z ruchliwo$cia/chemotaksja.

2. Wigkszos¢ badanych bialek Pss RtTAl ma wilasciwos¢ tworzenia homooligomerow.
Dotyczy to biatka PssN (tetramer-oktamer), PssO (dimer-multimer), PssP (dimer-tetramer)
oraz PssT (dimer). Na szczegdlng uwage zashuguje jednak sie¢ oddzialywan pomiedzy
réznymi bialkami systemu. Wykazatam postulowane od dawna w literaturze oddzialywanie
miedzy bialkiem polimerazy (PssT) a kopolimeraza (PssP) (Rys. 4). Mapowanie domen
kluczowych dla oddzialywania PssT-PssP wykazalo obecno$¢ niezaleznych domen dla
polimeryzacji 1 oddzialywania z PssP w polimerazie oraz regulacji stopnia polimeryzacji i
oddziatywan z polimeraza PssT w kopolimerazie. Dodatkowo rzucito to nowe $wiatlo na
zagadnienie produkcji frakcji nisko- i wysokoczasteczkowej EPS w szczepie dzikim i
mutantach z uszkodzonym genem polimerazy lub kopolimerazy. W pracy po raz pierwszy z
sukcesem zastosowalam bakteryjny system dwuhybrydowy w analizie oddzialywan

duzych, hydrofobowych bialek blonowych.

oM

PssN
oligomer

PssT PssP oligomer

oligomer  oligomer

GT
complex

Rys. 4. Proponowany model topologii systemu transportu egzopolisacharydu w R. leguminosarum bv. trifolii.
Model jest rezultatem kompilacji danych dotyczacych biatek systemu Wzx/Wzy-zaleznego oraz danych
eksperymentalnych zebranych na modelu R. leguminosarum bv. trifolii. Podjednostki oktasacharydowe sa
syntetyzowane na no$niku lipidowym przez glikozylotransferazy. Przedstawiono je jako pojedynczy blok, co
zaklada istnienie kompleksu biatkowego; nie wynika to jednak z dostepnych danych eksperymentalnych.
Kompletne podjednostki sa przenoszone do zewngtrznej warstwy IM przez flipazg PssL, a nastgpnie
polimeryzowane dzigki skoordynowanemu dziataniu polimerazy PssT i oligomerycznej kopolimerazy PssP.
Biatka systemu wspoldziatajg w ztozonej sieci, gdzie kluczowe dla regulacji stopnia polimeryzacji i transportu
EPS interakcje to: PssT-PssP i PssP-PssN. Kodowane w regionie Pss-II biatko PssP2 stanowi dodatkowy
element kompleksu i odmiennie niz PssP wpltywa na dtugos¢ tancuchow EPS. Model nie uwzglednia lokalizacji i
funkcji biatek PssO i Mgl2. Zrodto: Marczak i wsp. 2017.
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3. Chociaz wiegkszo$¢ kluczowych genow niezbednych w syntezie, polimeryzacji i
eksporcie EPS RtTA1 jest zlokalizowanych w chromosomie, znaczagcy wplyw na
produkcj¢ EPS i innych polisacharydéw oraz na funkcje z tym powigzane (tworzenie
biofilmu, zdolno$¢ do agregowania czy ruchliwo$¢) zaleza od gendéw zlokalizowanych w
puli genomu dodatkowego, czyli na plazmidach. W szczepie RtTA1 kluczowe okazaly si¢
geny zlokalizowane na plazmidzie pRIeTA1b (w ktérym zidentyfikowano region Pss-I11), bez
ktorego komorki wykazujg szereg defektow metabolicznych, zwigkszong autoagregacje przy
jednoczesnym zmniejszeniu ilo$ci tworzonego biofilmu (podobnie jak delecje fragmentow
plazmidu pRIeTAla). Genomy rizobiow sg duze i plastyczne. Wykazuja nadmiernosé
homologicznych gendéw zaangazowanych w podobne, lub te same szlaki metaboliczne, np.
synteze polisacharydow. Oznacza to, ze sie¢ powigzan funkcjonalnych miedzy
poszczegolnymi replikonami jest bardzo ztozona i odzwierciedla réznorodno$¢ i dynamike

srodowisk, w ktorych bytuja rizobia.

4. Wsrod gendéw  kodujacych hipotetyczne biatka zaangazowane w  biosynteze
zewnatrzkomorkowych polisacharydow rozsianych w genomie poza gléwnym regionem
Pss-1, obecne sg geny kodujace paralogi systemu Wzx/Wzy-zaleznego. Wykazatam, ze w
regionie Pss-11 oddalonym o 200 kpz od regionu Pss-1 kodowane sg dodatkowe elementy
systemu polimeryzacji i regulacji stopnia polimeryzacji EPS (Rys. 3). Biatko PssP2
wykazuje szereg cech kopolimeraz polisacharydu i uczestniczy w regulacji stopnia
polimeryzacji EPS w RtTALl. PssP2 tworzy homooligomery oraz oddzialuje z
kopolimeraza PssP i polimeraza PssT, a fenotyp mutanta i komplementanta pssP2
wskazuje, ze dwie, rdéznigce si¢ topologia kopolimerazy moga pelni¢ w takim kompleksie
przeciwstawne, ale uzupelniajace si¢ role: kopolimerazy frakcji LMW (PssP2) i frakcji
HMW (PssP) (Rys. 4).

5. Z polimeryzacja egzopolisacharydu w RtTA1 ma zwigzek biatko Mgl2 o hipotetycznej
aktywnosci metylotransferazy. Wedlug danych literaturowych metylacja DNA jest
mechanizmem epigenetycznym zaangazowanym w regulacje ekspresji genéw biosyntezy
polisacharydow w  Enterobacteriaceae. Zidentyfikowana w RtTA1l hipotetyczna
metylotransferaza Mgl2 (lub bialko zdolne do wiazania SAM) jest biatkiem unikalnym

dla waskiej grupy blisko spokrewnionych rizobiéw (podobnie jak PssO) o przewidywanej
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strukturze charakterystycznej dla metylotransferaz klasy I. Gen mgl2 ma swoj paralog w
oddalonej lokalizacji w chromosomie i wykazuje zmienng lokalizacje genomowa w
spokrewnionych szczepach. Kontekst genomowy sugeruje jednak udzial mgl2 w biosyntezie
EPS/celulozy i/lub (dwusktadnikowym) systemie regulacyjnym. Wykazatam, ze Mgl2
tworzy dimery i jest integralnym bialkiem blony wewnetrznej. Niewykluczone, ze wplyw
delecji mgl2 na istotne zmniejszenie stopnia polimeryzacji EPS jest efektem posrednim.
Jednak fakt, ze mutacja zwieksza rowniez ruchliwo$¢ szczepu i zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu w ubogim podtozu sugeruje role regulatorowg na styku réznych powigzanych ze

sobg szlakoéw metabolicznych.

Literatura

Becker A (2015) Challenges and perspectives in combinatorial assembly of novel exopolysaccharide
biosynthesis pathways. Front Microbiol, 6: 687.

Schmid J, Sieber V, Rehm B (2015) Bacterial exopolysaccharides: biosynthesis pathways and engineering
strategies. Front Microbiol, 26; 6:496.

Islam ST, Lam JS (2014) Synthesis of bacterial polysaccharides via the Wzx/Wzy-dependent pathway. Can J
Microbiol, 60: 697-716.

Robertson BK, Aman P, Darvill AG, McNeil M, Albersheim P (1981) Host-symbiont interactions. V. The
structure of acidic extracellular polysaccharides secreted by Rhizobium leguminosarum and Rhizobium trifolii.
Plant Physiol, 67:389-400.

O'Neill MA, Darvill AG, Albersheim P (1991) The degree of esterification and points of substitution by O-
acetyl and O-(3-hydroxybutanoyl) groups in the acidic extracellular polysaccharides secreted by Rhizobium
leguminosarum biovars viciae, trifolii, and phaseoli are not related to host range. J Biol Chem, 266: 9549-9555.

Krol JE, Mazur A, Marczak M, Skorupska A (2007) Syntenic arrangements of the surface polysaccharide
biosynthesis genes in Rhizobium leguminosarum. Genomics, 89: 237-247.

Grangeasse C, Nessler S, Mijakovic I. (2012) Bacterial tyrosine kinases: evolution, biological function and
structural insights. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 367(1602):2640—-2655.

Marolda CL, Tatar LD, Alaimo C, Aebi M, Valvano MA (2006) Interplay of the Wzx translocase and the
corresponding polymerase and chain length regulator proteins in the translocation and periplasmic assembly of
lipopolysaccharide o antigen. J Bacteriol, 188: 5124-5135.

Nath P, Morona R (2015) Detection of Wzy/W?zz interaction in Shigella flexneri. Microbiology, 161: 1797-
1805.

Mazur A, Krol JE, Wielbo J, Urbanik-Sypniewska T, Skorupska A (2002) Rhizobium leguminosarum bv.
trifolii PssP protein is required for exopolysaccharide biosynthesis and polymerization. Mol Plant-Microbe
Interact, 15: 388-397.

-22-



Zatacznik 3

Mazur A, Krol JE, Marczak M, Skorupska A (2003) Membrane topology of PssT, the transmembrane protein
component of type | exopolysaccharide transport system in the Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain TAL.
J Bacteriol, 185: 2503-2511.

Morona R, Purins L, Tocilj A, Matte A, Cygler M (2009) Sequence-structure relationships in polysaccharide
copolymerase (PCP) proteins. Trends Biochem Sci, 34; 78-84.

Marczak M, Mazur A, Krol JE, Gruszecki WI, Skorupska A (2006) Lipoprotein PssN of Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii: subcellular localization and possible involvement in exopolysaccharide export. J.
Bacteriol. 188: 6943-6952.

Islam ST, Gold AC, Taylor VL, Anderson EM, Ford RC, Lam JS (2011) Dual conserved periplasmic
loops possess essential charge characteristics that support a catch-and-release mechanism of O-antigen
polymerization by Wzy in Pseudomonas aeruginosa PAO1. J Biol Chem, 286: 20600-20605.

Mazur A, Koper P (2012) Rhizobial plasmids - replication, structure and biological role. Central European
Journal of Biology 7: 571-586.

Carter JA, Jimenez JC, Zaldivar M, Alvarez SA, Marolda CL, et al. (2009) The cellular level of O-antigen
polymerase Wzy determines chain length regulation by WzzB and WzzpHS-2 in Shigella flexneri 2a.
Microbiology 155: 3260-3269.

Galvan EM, lelmini MV, Patel YN, Bianco MI, Franceschini EA, et al. (2013) Xanthan chain length is
modulated by increasing the availability of the polysaccharide copolymerase protein GumC and the outer
membrane polysaccharide export protein GumB. Glycobiology 23: 259-272.

Mendis HC, Madzima TF, Queiroux C, Jones KM (2016) Function of Succinoglycan Polysaccharide in
Sinorhizobium meliloti Host Plant Invasion Depends on Succinylation, Not Molecular Weight. mBio, 7(3),
e00606-16.

Sarnacki SH, Marolda CL, Noto Llana M, Giacomodonato MN, Valvano MA, Cerquetti MC (2009) Dam
methylation controls O-antigen chain length in Salmonella enterica serovar enteritidis by regulating the
expression of Wzz protein. J. Bacteriol. 191:6694-6700.

Kozbial PZ, Mushegian AR (2005) Natural history of S-adenosylmethionine-binding proteins. BMC Struct.
Biol. 5:19.

-23-



Zatacznik 3

5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo — badawczych
5.1. Aktywno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace naukowg rozpoczetam w trakcie studiow na kierunku "Biotechnologia" w latach
1997-2002 w grupie Prof. dr hab. Anny Skorupskiej. Tematem mojej pracy magisterskiej byta
analiza struktury drugorzgdowe;j i topologii btonowej biatek PssT oraz PssN szczepu RtTA1.
Skonstruowatam seri¢ plazmidéw kodujacych biatka hybrydowe, w ktérych badane biatka
PssT/N tworzyty fuzje translacyjne z biatkami reporterowymi PhoA (alkaliczna fosfataza) lub
LacZ (B-galaktozydaza). Punktem wyjscia dla zaplanowania miejsc fuzji bylo szczegdtowe
przewidywanie in silico struktur drugorzedowych 1 topologii bialek. Badanie
immunochemiczne potwierdzito, ze przewidywane biatka hybrydowe byty produkowane w E.
coli, a wyniki pomiarow aktywnosci alkalicznej fosfatazy i B-galaktozydazy w biatkach
fuzyjnych potwierdzity stuszno$¢ skonstruowanych modeli topologicznych. Wedlug tych
modeli PssT jest wysoce hydrofobowym biatkiem zakotwiczonym w btonie wewnetrznej 12
segmentami transbtonowymi, a PssN - biatkiem wyprowadzanym z cytoplazmy do
przestrzeni peryplazmatycznej, ale o nieokreslonej topologii i lokalizacji komoérkowe;.
Zbadano réwniez wplyw mutacji w genie pssT na biosyntez¢ EPS. Wykazano, Ze skrocenie
biatka o kilkaset aminokwaséw na C-koncu w obrebie najwiekszej zidentyfikowanej petli
peryplazmatycznej skutkowato produkcjag EPS o wigkszym udziale frakcji HMW, w ktorej

tancuchy miaty dodatkowo wieksza mase czasteczkowa niz w szczepie dzikim.

Wyniki opublikowano w pracy: Mazur A, Krél JE, Marczak M, Skorupska A. 2003.
Membrane topology of PssT, the transmembrane protein component of type |
exopolysaccharide transport system in the Rhizobium leguminosarum bv. trifolii strain
TAL. J. Bacteriol. 185: 2503-2511.

Po ukoficzeniu studiow biotechnologicznych w 2002 roku zostalam zatrudniona w
Zaktadzie Mikrobiologii Ogoélnej (dzi§: Zaktad Genetyki i Mikrobiologii) na stanowisku
asystenta w grupie Prof. dr hab. Anny Skorupskiej. Kontynuowatam badania w zakresie
funkcjonalnej charakterystyki biatek kodowanych w regionie Pss-l. Zdobyta wiedza i
pierwsze doswiadczenia w pracy naukowe] nad biatkami zwigzanymi z transportem

zwiagzkow cukrowych w rizobiach zaowocowaly praca przegladowa: Marczak M, Mazur A,
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Skorupska A. 2003. Bakteryjne systemy transportu cukrow. Postgpy Biochemii 49(4): 278-
289.

W tym samym czasie w regionie Pss-1 zidentyfikowano gen pssL kodujacy wysoce
hydrofobowe biatko, ktorego przewidywana topologia przypominata topologi¢ PssT. PssL
uznano pierwotnie za alternatywny dla PssT transporter EPS w R. leguminosarum. Dopiero
szczegotowa analiza struktury drugorzedowej, podobienstwa biatka oraz szczegdlnych cech
sekwencji aminokwasowej w polaczeniu z cechami modelu topologicznego, pozwolity
przypisa¢ bialku prawdopodobng funkcje flipazy typu Wzx (rodzina bialek PST, ang.
polysaccharide transporter), drugiego charakterystycznego elementu systemu biosyntezy i
polimeryzacji heteropolisacharydow i antygenow O-swoistych, zaleznego od biatek Wzy i
Wzx. W tym przypadku pierwsze realizowane przeze mnie zadania badawcze polegaty na
konstrukcji mutanta w genie pssL oraz badaniu topologii biatka z wykorzystaniem fuzji
translacyjnych pssL-phoA/lacZ. Opracowany na podstawie analiz in silico model topologii
PssL znalazt swoje potwierdzenie w wynikach badania aktywnos$ci enzymoéw reporterowych
oraz badaniu immunochemicznym. Ustalitam, ze PssL ma 12 TMS, obydwa konce bialka
zlokalizowane sa w cytoplazmie, za§ migedzy TMS6-TMS7 obecna jest duza petla
cytoplazmatyczna. Wykazano rowniez, ze w warunkach standardowej hodowli promujacej
produkcje EPS (w wysokoenergetycznym podtozu 79CA) gen pssL jest wyrazany na

kilkukrotnie nizszym poziomie niz gen pssT.

Wiyniki badan opublikowano w pracy: Mazur A, Marczak M, Krél JE, Skorupska A.
2005. Topological and transcriptional analysis of pssL gene product: a putative Wzx-like
exopolysaccharide translocase in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1. Arch.
Microbiol. 184: 1-10.

Rownoczesnie prowadzono badania, ktorych celem byto ustalenie: a) jakie czynniki i
w jakim zakresie wptywaja na ekspresje genow pss; b) czy geny pss sa wyrazane in planta; c)
oraz jak mutacje w genach kodujacych biatka zaangazowane w biosynteze EPS 1 skutkujace

zmianami ilosci/lepkosci EPS wptywaja na fenotyp symbiotyczny 1 inne cechy rizobiow.

Udowodniono, ze poziom ekspresji genow pssO i pssP jest znaczaco roézny i w
réznym stopniu wzrasta w obecno$ci fosforanow, jondw amonowych i flawonoidow.

Zaleznos¢ od flawonoidow 1 biatka NodD oznacza regulacje biosyntezy EPS zalezng od
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czynnikdw  determinujacych odpowiedz bakterii symbiotycznych na  wydzieliny
kompatybilnych roslin bobowatych. Zmiana poziomu ekspresji gendéw pss zaangazowanych
na roznych etapach syntezy EPS w zalezno$ci od zmieniajacej si¢ dostepnosci azotu lub
fosforandéw, wigzataby si¢ ze zmianami ilo$ci/jakosci produkowanego egzopolisacharydu, a to
z kolei mogtoby pelni¢ swoista rolg np. przy przejsciu ze stanu saprofitycznego w glebie do

symbiotycznego wewnatrz rosliny.

Szczegdtowe badania fenotypowe mutantdow w genach pss dostarczyly informacji na
temat roli sygnatowej/ochronnej form LMW/HMW egzopolisacharydu wytwarzanego przez
szczep dziki RtTAl oraz o powigzaniach szlaku biosyntezy EPS z biosynteza
lipopolisacharydu. Mutacje w genach pss dziatajg plejotropowo. Mutanty, albo nie zasiedlaja
brodawek, albo zasiedlaja tylko mtodsze strefy i indukuja wigkszy poziom odpowiedzi
stresowej koniczyny. Mutacje pss powodujg zmiany we wrazliwosci na detergenty, etanol czy
antybiotyki, co wskazuje na zaburzenie integralnosci oston komorkowych, ktoérych EPS jest
czescig. Na powiagzanie réznych szlakéw komorkowych wskazuje plejotropowy efekt mutacji
w genie kodujagcym glikozylotransferaze PssD, ktora skutkuje zaréwno zablokowang

biosynteza EPS, jak i zaburzeniem struktury LPS.

Wyniki powyzszych badan opublikowano w pracach:

Wielbo J, Mazur A, Krél JE, Marczak M, Skorupska A. 2004. Environmental modulation
of the pssTNOP gene expression in Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Can. J.
Microbiol. 50: 201-211.

Wielbo J, Mazur A, Krol JE, Marczak M, Kutkowska J, Skorupska A. 2004. Complexity of
phenotypes and symbiotic behaviour of Rhizobium leguminosarum biovar trifolii

exopolysaccharide mutants. Arch. Microbiol. 182: 331-336.

Wyniki badan funkcji genow pss RtTA1 podsumowano na tle danych dotyczacych
biosyntezy EPS w modelowej bakterii S. meliloti oraz fragmentarycznych danych o

biosyntezie w R. leguminosarum w pracy przegladowe;j:
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Skorupska A, Janczarek M, Marczak M, Mazur A, Krol J. 2006. Rhizobial
exopolysaccharides: genetic control and symbiotic functions. Microb. Cell Fact. 5:7.
d0i:10.1186/1475-2859-5-7.

Przedmiotem badan w naszej grupie jest nie tylko genetyczna kontrola biosyntezy
EPS. Jeden z nurtéw badawczych realizowanych w naszym zespole obejmuje réwniez
badanie organizacji genomu R. leguminosarum bv. trifolii, analiz¢ puli plazmidowego DNA i
tego, w jaki sposob ksztattuje ona potencjat metaboliczny rizobiow.

Wykazano, ze genom szczepu RtTA1 sklada si¢ z chromosomu i czterech
megaplazmidéow, a calkowita wielko§¢ genomu oszacowano na 7257+8 Kkpz.
Zidentyfikowano fragmenty restrykcyjne nalezace do poszczegdlnych plazmidow,
uporzadkowano fragmenty chromosomu i sporzadzono mape fizyczng i genetyczna genomu
RtTAl, na ktorej zlokalizowano ponad 100 markeréw genetycznych. Pordéwnanie
skonstruowanej mapy z genomami R. leguminosarum bv. viciae 3841 oraz R. etli CFN42
wykazalo, ze mimo znacznego podobienstwa i kolinearno$ci chromosoméw, wyraznie rdézna
jest dystrybucja materiatu genetycznego w obrgbie puli plazmidowej. Takie porownanie jest
szczegolnie ciekawe ze wzgledu na duzg niestabilno$¢ 1 plastyczno$¢ genomow rizobiow.

W klonach biblioteki genomowej RtTA1 skonstruowanej w sztucznym chromosomie
bakteryjnym (BAC) zidentyfikowano 5 duzych zgrupowan genow zaangazowanych w
syntez¢ powierzchniowych polisacharydow (Pss-I — Pss-V), a takze kilkanascie gendéw
rozproszonych w genomie i nietworzacych wigkszych zgrupowan. Zidentyfikowano wiele
paralogow, gldwnie w genach biosyntezy polisacharydéw (np. pssP i pssP2, pssA i pssA2),
oraz w genach symbiotycznych (np. fixGHI). Najwigkszy zidentyfikowany region Pss-I (33,7
kpz) jest zlokalizowany w chromosomie i zawiera 24 geny, z ktorych wigkszo$¢ to geny
wczesniej opisane przez nas: pssT, pssNOP, prsDEorf3, pssCDE oraz pssL, lub przez innych

autorow.

Opisane powyzej badania opublikowano w trzech artykutach:

Skorupska A, Krol J, Mazur A, Marczak M. 2008. Genomika Rhizobium leguminosarum —
badanie genow syntezy polisacharydow powierzchniowych (Genomic approach to study
surface polysaccharide genes in Rhizobium leguminosarum). Biotechnologia 2(81): 27—40.
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Krol JE, Mazur A, Marczak M, Skorupska A. 2008. Application of physical and genetic
map of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii TA1 to comparison of three closely related

rhizobial genomes. Mol Genet Genomics 279: 107-121.

Krol JE, Mazur A, Marczak M, Skorupska A. 2007. Syntenic arrangements of the surface
polysaccharide biosynthesis genes in Rhizobium leguminosarum. Genomics 89: 237-247.

Tematem przewodnim mojej pracy doktorskiej byta charakterystyka biatek PssN i
PssO R. leguminosarum bv. trifolii. PssN jest biatkiem powszechnie wystgpujacym w réznych
szczepach rizobidw, na co wskazuje obecno$¢ biatek o podobnej masie czgsteczkowej
immunoreaktywnych z surowica anty-PssN. Spektroskopia FTIR biatka rekombinowanego
PssN-Hisg wykazala, ze PssN jest w glownej mierze ztozone ze struktur drugorzedowych typu
B-kartki (43%), natomiast a-helisy stanowig ~15%. N-koniec jest peptydem sygnalnym, ktéry
kieruje PssN do peryplazmy, a biatko jest modyfikowane z utworzeniem lipoproteiny i
kierowane do btony zewnetrznej. Metoda poroOwnawczego trawienia proteazami oraz
immunofluorescencji posredniej komorek 1 sferoplastow RtTA1 wykazano, ze wigksza czgs¢
homooligomeru PssN zlokalizowana jest w przestrzeni peryplazmatycznej. Zwigkszona
synteza PssN korelowata ze zwigkszong iloscia EPS wydzielang do podtoza hodowlanego.
Jest to jedyny, chociaz posredni dowod udziatu biatka PssN w tym procesie, poniewaz proby

skonstruowania mutanta delecyjnego w tym genie nie powiodly sie.

Wyniki prezentowano na konferencjach i opublikowano w pracy, nagrodzonej w 2007
r. przez Komitet Mikrobiologii PAN: Marczak M, Mazur A, Krol JE, Gruszecki W1 and
Skorupska A. 2006. Lipoprotein PssN of Rhizobium leguminosarum bv. trifolii: subcellular
localization and possible involvement in exopolysaccharide export. J. Bacteriol. 188: 6943—
6952.

Praca byta pierwszym tego typu doniesieniem dotyczacym biatka typu OMA (ang.
Outer Membrane Auxiliary) w rizobiach; dotychczas o lokalizacji i funkcji hipotetycznych
bialeck OMA w innych rizobiach wnioskowano tylko na podstawie analiz in silico. W
powigzaniu z wynikami analizy funkcjonalnej biatek PssT, PssL i PssP praca ta wyznaczyta
kierunki dalszych moich badan po uzyskaniu stopnia doktora, ktorych nadrzegdnym celem

byto zrozumienie, jak opisane biatka wspoldzialaja ze soba w syntezie/sekrecji EPS 1 jakie
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czynniki wptywaja na te interakcje skutkujac zmiang ilo$ciowa/jakosciowa produkowanego
EPS.
Badania biatka PssO rozpoczgto przed uzyskaniem stopnia doktora, ale kontynuowano

po jego uzyskaniu, czego efektem byta praca: Marczak i wsp. (2008), omoéwiona w czesci 4C.

5.2. Praca naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych od 1 pazdziernika 2008 r. zostalam
zatrudniona na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii, w ktorym pracuje
do dnia dzisiejszego. Kontynuowatam interesujaca mnie tematyk¢ zwigzang z biosynteza
egzopolisacharydu. Gtowny nurt stanowity badania kluczowych elementow kompleksu biatek
odpowiedzialnego za biosyntez¢ i polimeryzacj¢ EPS, tj. PssO, PssP, PssT, PssN 1 PssL.
Wiyniki tych badan opisano w czeSci 4¢. Uczestniczylam takze w badaniach dotyczacych
biologii plazmidéw oraz genetycznej determinacji biosyntezy LPS. Oprocz tego, w ramach
wspotpracy z Uniwersytetem Medycznym, uczestniczytam w realizacji projektow
dotyczacych zwigzku miedzy polimorfizmem wybranych SNP (ang. single nucleotide
polymorphism), a predyspozycjami do wystapienia objawdéw wypadania narzgdow miednicy

mniejszej oraz wysitkowego nietrzymania moczu u kobiet.

5.2.1 Badania asocjacyjne

W ramach wspotpracy naukowej z Uniwersytetem Medycznym w Lublinie
realizowalam badania molekularne w dwoch projektach, ktorych celem bylo zweryfikowanie
powigzania miedzy wystgpowaniem okreslonych genotypow SNP a predyspozycjami do
wystapienia zaburzen statyki dolnego odcinka uktadu moczo-piciowego i nietrzymania moczu
u kobiet. W pierwszym projekcie analizowano polimorfizmy PCR-RFLP w genach
kodujacych bialka tkanki lacznej oraz enzymy zaangazowane w jej remodelowanie (COL1AI,
MMP-1, MMP-3). Uzyskano wyniki potwierdzajace powigzanie kombinacji genotypow
1G/2G w genie MMP-1/ 5A/6A w promotorze genu MMP-3 z istotnie czgstszym
wystepowaniem tych zaburzen. W drugim przypadku badano zmiennos¢ w genach

kodujacych receptory estrogenowe (ESR-1, ESR-2), monooksygenaze steroidowa (CYP17),

-29-



Zatacznik 3

aromatazg (CYP19) i receptor serotoninowy (5-HT2A) w powigzaniu z predyspozycjami do
wystgpienia nietrzymania moczu. Materiat zebrany w ostatnim projekcie postuzyt rowniez w
meta-analizie typu GWAS (ang. genome-wide association study) dla ponad 9 mIn wariantow
genetycznych, realizowanej w ramach wspotpracy miedzynarodowej. Badane grupy pacjentek
pochodzity z Polski i innych krajow europejskich. W toku realizacji tego projektu wykazano
asocjacje dwoch loci: w poblizu genu EDN1, kodujacego endoteling 1, peptyd o wiasciwosci
zwezania naczyn krwionosnych, oraz genu MARCO, kodujacego biatko receptorowe
makrofagéw wigzgce bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne (ang. macrophage receptor with
collagenous structure) z wystgpowaniem naglacego nietrzymania moczu. Wynikiem tych

badan sg doniesienia konferencyjne oraz dwa artykutly (jeden jest aktualnie recenzowany):

Skorupski P, Jankiewicz K, Miotta P, Marczak M, Kulik-Rechberger B, Rechberger T.
2013. The polymorphisms of the MMP-1 and the MMP-3 genes and the risk of pelvic organ
prolapsed. Int Urogynecol J. 24:1033-1038.

* Rufus Cartwright, Larissa Franklin, Kari A.O. Tikkinen, llkka Kalliala, Pawel Miotla,
Tomasz Rechberger, (...), Malgorzata Marczak, Phil Bennett, Vik Khullar, Marjo-Riitta
Jirvelin, and Andrew Walley on behalf of the IGNITE Consortium. Genome wide

association study identifies two novel loci associated with female stress and urgency urinary

incontinence.

* artykud jest W recenzji

5.2.2. Badania funkcjonalne systemow replikacji/partycji plazmidéow RtTA1

Drugi nurt badawczy stanowit kontynuacj¢ podjetych wcze$niej badan genomu R.
leguminosarum, dotyczacych biologii plazmidéw rizobiow. Ze wzgledu na rolg, jaka
plazmidy spelniaja w komorkach rizobiow, badania nad ich replikacja, stabilnym
utrzymaniem oraz aktywng segregacja maja szczegdlng wage. Plazmidy rizobiowe sa
niskokopijne, co wymaga obecnosci $ciSle kontrolowanych systeméw partycyjnych
pozwalajacych na stabilne dziedziczenie. Geny kodujgce poszczegdlne biatka odpowiedzialne

za proces partycji, jak roéwniez tzw. sekwencje centromero-podobne s3 zazwyczaj
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zlokalizowane w jednym operonie razem z genem dla biatka inicjujacego proces replikacji
plazmidu. S3 to tzw. kasety repABC, powszechnie wystepujace w plazmidach bakterii z
rodzaju Rhizobium i Agrobacterium. Badania prowadzone w naszym zespole wykazaty, ze
kazdy z czterech plazmidow szczepu RtTA1l jest wyposazony w funkcjonalny system
repABC. Podjeto problem zbadania mechanizméw, ktére umozliwiaja zgodng koegzystencje
w jednej komorce bakteryjnej kilku megaplazmidom wyposazonym w podobne kasety
replikacji/partyciji.

Potwierdzono, ze geny repABC czterech plazmidow RtTAl tworza operony, ale
wykazuja réznice w poziomie ekspresji. W regulacji ekspresji genow poszczegdlnych
operonow uczestniczg biatka RepA i RepB. Biatka RepA wigza si¢ z DNA, przy czym ATP
stymuluje wigzanie niespecyficzne, za§ w obecnosci ADP nastepuje specyficzne zwigzanie z
wlasciwym operatorem 1 autorepresja. Wykazano, ze kazde bialko RepA wigze si¢
specyficznie tylko z operatorem wiasnej kasety repABC. Bialka RepA oligomeryzuja in vitro
w sposob zalezny od ATP/ADP, ale r6znig si¢ kinetyka i profilem oligomeryzacji. Wykazano,
ze biatka RepA i RepB oddziatuja ze sobg in vivo. Biatka RepA/RepB razem z
centromeropodobnymi sekwencjami parS stanowiag system partycyjny plazmidow, podczas
gdy biatko RepC jest niezbedne i wystarczajagce w replikacji. Podobnie jak RepA, biatka
RepB wigza specyficznie sekwencje, tj. centromeropodobne motywy parS swojego plazmidu
1 nie obserwuje si¢ wigzania krzyzowego z sekwencjami parS ktoregokolwiek z trzech
pozostatych plazmidéw. RepB tworzy dimery i oligomery wyzszego rzedu, przy czym
domena odpowiedzialna za dimeryzacj¢ jest zlokalizowana w czes$ci C-koncowej biatka, za$
domena wigzaca DNA w czesci centralnej polipeptydu.

Te wielokierunkowe badania czterech replikondw wykazaty, jak precyzyjnie
regulowany jest rozdzial do komoérek potomnych, kilku plazmidow wyposazonych w ten sam
system partycyjny. Jest to mozliwe dzigki wysoce specyficznym interakcjom mig¢dzy biatkami
partycyjnymi a sekwencjami DNA, w potaczeniu z wystarczajacym poziomem ich
zroznicowania w identycznym schemacie organizacyjnym kasety typu repABC. Wyniki

powyzszych badan opisano w pracach:

Koper P, Zebracki K, Marczak M, Skorupska A, Mazur A. 2016. RepB proteins of the

multipartite Rhizobium leguminosarum bv. trifolii genome discriminate between
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centromere-like pars sequences for plasmid segregational stability. Molecular
Microbiology, 102: 446-466.

Zebracki K, Koper P, Marczak M, Skorupska A, Mazur A. 2015. Plasmid-Encoded RepA
Proteins Specifically Autorepress Individual repABC Operons in the Multipartite
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii Genome. PLoS One 10(7): e0131907.

5.2.3. Badania funkcjonalne genow determinujacych synteze¢/modyfikacje LPS w
Mesorhizobium loti

Lipopolisacharydy sa unikalnym sktadnikiem komorek bakterii Gram-ujemnych i
stanowig zewnetrzng warstwe blony zewnetrznej (OM). Bakterie, ktérych LPS jest
zbudowany z: lipidu A, oligosacharydu rdzeniowego oraz O-polisacharydu (O-antygenu) to
tzw. gladkie bakterie. Formy szorstkie nie majg O-antygenu w LPS. Hydrofilowy tancuch O-
swoisty ma bezposredni kontakt ze Srodowiskiem zewnetrznym i stanowi barier¢ ochronng
dla bakterii przed ukladem dopeiniacza, fagocytoza lub wybuchem tlenowym wewnatrz
eukariotycznego gospodarza. Badania potwierdzaja, ze odpowiednia ilos¢ HMW-LPS w
btonie zewnetrznej bakterii jest niezbedna w inwazji oraz zdolno$ci przetrwania w
symbiotycznych 1 pasozytniczych relacjach z ros§linami, zwierzetami 1 pierwotniakami
(podobnie do HMW EPS — oméwione w czesci 4c¢).

We weczesniejszych badaniach zidentyfikowano i scharakteryzowano chemicznie
mutanta transpozonowego Mesorhizobium loti NZP2213, w ktorym wykazano obecno$é
dwukrotnie mniejszej ilosci O-PS, w ktorym tancuchy O-swoiste wykazywaty zmniejszony
poziom O-acetylacji. Ustalono, Ze miejsce integracji transpozonu to gen kodujacy
hipotetyczna O-acetylotransferaze. Sklonowatam gen oatB z M. loti NZP2213 i
zdeponowalam jego sekwencj¢ w GeneBank (MH626640). Nastgpnie skonstruowatam
plazmid niosacy gen oatB i wprowadzitam go do komoérek mutanta. Potagczone dane ze
spektroskopii "H NMR i testow wrazliwosci na faga Al potwierdzity przywrocenie funkcji O-
acetylotransferazy w szczepie komplementanta, potwierdzajagc tym samym przewidywang
funkcje¢ genu oatB. Okazato si¢, ze zmiana wiasciwosci oston komoérkowych w M. loti
spowodowana uszkodzeniem genu oatB, wptywa na przezywalnos¢ bakterii w komodrkach

Acanthamoeba castellani sprawiajgc, ze stajg si¢ one podatne na stres nitrozacyjny i/lub
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dziatanie peptydéw kationowych i/lub enzymow litycznych tych pierwotniakéw. Badania te

opisano w pracy:

Karas MA, Turska-Szewczuk A, Marczak M, et al. 2018. A Mutation in the Mesorhizobium
loti oatB Gene Alters the Physicochemical Properties of the Bacterial Cell Wall and
Reduces Survival inside Acanthamoeba castellanii. Int J Mol Sci. 19(11): 3510.
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PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO

. Moj calkowity dorobek naukowy obejmuje wspotautorstwo 20 prac, z ktorych 18

opublikowano w czasopismach z bazy JCR.

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora to wspétautorstwo w 10 pracach

opublikowanych w czasopismach znajdujgcych si¢ w bazie JCR, z czego w 5 pracach

jestem pierwszym autorem (w tym w 4 autorem korespondencyjnym).

. Jestem wspélautorem 4 prac przegladowych (1 po doktoracie) oraz 44 komunikatéw

zjazdowych (26 po doktoracie), wsrod ktorych 29 byto prezentowanych na

konferencjach miedzynarodowych.

. Liczba cytowan wszystkich prac wg bazy Web of Science (stan na 27.03.2019r.) wynosi

295 (248 bez autocytowan). Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora byty

cytowane 52 razy (45 bez autocytowan).

Podsumowanie danych bibliometrycznych:

Artykuly

IF zgodny z rokiem Punkty MNiSW wg

opublikowania

roku publikacji

Punkty MNiSW wg
wykazu z 25
stycznia 2017r.

Opublikowane przed
uzyskaniem stopnia
doktora:

- lista JCR

- poza lista JCR

Opublikowane po
uzyskaniu stopnia
doktora:
- stanowiqgce
osiggniecie naukowe
- niewlaczone do
osiagniecia
naukowego

SUMA

23,606

23,606

33,019
17,250

15,769

56,625

161

153
8

348

170

178

509

223

205
18

335

170

165

558
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PLANY NA PRZYSZX.OSC

W ramach interesujgcych mnie badan asocjacyjnych uczestnicze¢ obecnie w projekcie,
ktorego celem jest weryfikacja powigzan miedzy stezeniem witamy D, a polimorfizmem
genetycznym w obrebie genu VDR kodujacego jej receptor oraz wystapieniem
problemoéw w gospodarce wapniowo-fosforanowej i stanem ukladu kostnego u dzieci do
pierwszego roku zycia. W ramach tego projektu zaplanowatam molekularng czgsé

eksperymentalng i jestem jej wykonawca.

Obecnie jestem kierownikiem grantu naukowego realizowanego ze S$rodkow
Narodowego Centrum Nauki, 2017/27/B/NZ9/01849 pt. "Kompleks enzymatyczny

glikozylotransferaz Rhizobium leguminosarum jako model bakteryjnego szlaku biosyntezy

egzopolisacharydu” (2018-2021). Gtéwnym celem naukowym projektu jest opracowanie

kompleksowego modelu funkcjonowania szlaku biosyntezy egzopolisacharydu poprzez
rozszerzenie  dotychczasowych badan o  wielokierunkowa analize funkcjonalng
glikozylotransferaz (GT) zaangazowanych w skladanie podjednostki EPS. Badania
genetyczne 1 strukturalne, jak réwniez wyniki uzyskane przeze mnie, wskazuja, ze biatka
odpowiedzialne za polimeryzacje i translokacj¢ polisacharydow oddzialuja ze soba.
Dotychczas nie analizowano jednak relacji miedzy glikozylotransferazami oraz GT a
pozostatymi biatkami zaangazowanymi w syntez¢ 1 transport EPS. W przypadku
glikozylotransferaz, zgromadzone dotychczas dane sg fragmentaryczne i w wiekszosSci
ograniczaja si¢ do potwierdzenia udzialu w biosyntezie EPS lub przypisania funkcji na
podstawie podobienstwa sekwencji. Projekt zaklada wielokierunkowa charakterystyke
glikozylotransferaz kodowanych w chromosomalnym regionie Pss-I, glownym skupisku
genow biosyntezy EPS w R. leguminosarum. Zalozeniem jest rozpoznanie zaleznosci
funkcjonalnych i strukturalnych mie¢dzy glikozylotransferazami odpowiedzialnymi za
biosynteze podjednostki EPS w RtTAL. Zadania beda realizowane na wielu poziomach: od
badania organizacji transkrypcyjnej genow i wplywu czynnikéw Srodowiskowych na ich
wyrazanie, poprzez konstrukcje mutantéw 1 badanie wpltywu na biosynteze/polimeryzacje
EPS, do badania oddziatywah migdzy biatkami i proby zrekonstruowania potencjalnego
kompleksu biatkowego glikozylotransferaz, ktdrego istnienie postulowano wielokrotnie w

literaturze.
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W ramach badan wstgpnych finansowanych przez NCN w konkursie MINIATURA 1
(2017-2018) uzyskatam wyniki, ktére stanowi¢ beda cenny materiat do przygotowania
wniosku grantowego poswigconego badaniu zjawiska fosforylacji bialek w kontekscie
biosyntezy egzopolisacharydu R. leguminosarum. Z dotychczasowych badan fosforylacji
biatek w bakteriach wylania si¢ obraz ztozonych strategii regulacyjnych, angazujgcych kinazy
histydynowe, biatka o charakterze kinaz/fosfataz tyrozynowych oraz kinazy/fosfatazy
serynowo/treoninowe. Dane literaturowe oraz uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzaja, ze
pewne biatka zwigzane z synteza EPS sa fosforylowane. Planuje przygotowanie nowego
wniosku projektowego. Jego celem badawczym bgdzie powigzanie mechanizmu skladania
podjednostek EPS i ich polimeryzacji z endo- i egzogennymi czynnikami, ktére moga
wplywaé na ekspresje¢ bialek Pss i dynamike fosfoproteomu zwigzanego z biosynteza

egzopolisacharydu w rizobiach.
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