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4. Omoéwienie osiggnieé¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).

Niniejsza aplikacja opiera sie na wiedzy zdobytej podczas moich badan nad systemami
toksyna-antytoksyna w bakterii Salmonella enterica. Praca ta zaowocowata trzema artykutami
badawczymi opublikowanymi w wiodgcych czasopismach naukowych.

4.1. Tytut cyklu artykutdw, spetniajagcych warunek wskazany w art. 219 ust. 1 pkt 2
ppkt (b) ustawy

Molekularne mechanizmy regulacji bakteryjnych systemow
toksyna-antytoksyna w Salmonella
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4.2. Wykaz publikacji sktadajacych sie na gtdowne osiagniecie, z wyszczegolnieniem
wktadu kandydata

Artykut naukowy nr 1

Rycroft J.A., Gollan B., Grabe G.J., Hall A., Cheverton A.M., Larrouy-Maumus G., Hare S.A.,
Helaine S., Activity of acetyltransferase toxins involved in Salmonella persister formation during
macrophage infection. Nature Communications (2018) doi.org/10.1038/s41467-018-04472-
6

Wskaznik cytowan czasopisma (wg Journal Citation Reports 2023): 14,7
Punkty Ministerstwa Edukacji i Nauki: 200

Méj wktad w powyzszej publikaciji:

- otrzymatem konstrukty uzyte do oczyszczenia biatek toksynowych

- oczyscitem biatka niezbedne do prac biochemicznych i strukturalnych

- przeprowadzitem eksperymenty precypitacji kompleksow z toksyng TacT2 (Rycina 4d)
- skrystalizowatem i okreslitem strukture toksyny TacT3 (Rycina 2c,d; PDB ID: 6G96)

- okreslitem termostabilnos$é wariantéw toksyny TacT2 (Rycina S9)

- wykonatem i zanalizowatem eksperyment SEC-MALS dla toksyny TacT3 (Rycina S6b)
- przygotowatem ryciny 2c-d, 3b, 4a,c-d oraz S2, S5, S6, S9, a takze tabele S2i S4

- uczestniczytem w projektowaniu doswiadczen

- bratem udziat w pisaniu manuskryptu

Artykut naukowy nr 2

Grabe G.J., Giorgio R.T., HallA.M.J., Morgan R.M.L., Dubois L., Sisley T.A., Rycroft J.A., Hare S.A,,
Helaine S., Auxiliary interfaces support the evolution of specific toxin-antitoxin pairing. Nature
Chemical Biology (2021) doi.org/10.1038/s41589-021-00862-y

Wskaznik cytowan czasopisma (wg Journal Citation Reports 2023): 13,0
Punkty Ministerstwa Edukacji i Nauki: 200

Mdéj wktad w powyzszej publikacji:

- uzyskatem konstrukty do ekspresji gendéw toksyn i antytoksyn wykorzystane do
oczyszczania biatek, testdw toksycznosci oraz neutralizacji

- oczyscitem wszystkie biatka uzyte w pracy

- skrystalizowatem oraz okreslitem struktury krystaliczne komplekséw toksyna-
antytoksyna: TacA3"P-TacT3 (PDB ID: 7AK9), TacA1NP-TacT1 (PDB ID: 7AK8) oraz TacA2-
TacT2 (PDB ID: 7AK7)

- zanalizowatem otrzymane struktury krystaliczne

- przeprowadzitem eksperymenty pull-down biatek oraz SEC-MALS



przeanalizowatem bioinformatycznie koewoluujgce aminokwasy toksyn i antytoksyn
oraz dokonatem filogenetycznej analizy powigzanych wariantéw toksyn

we wspotpracy z ostatnim autorem inicjowatem, koordynowatem oraz napisatem
artykut

przygotowatem wszystkie ryciny i tabele

wykonatem i zinterpretowatem doswiadczenia zalecone przez recenzentéw

Artykut naukowy nr 3

Grabe G.J*, Giorgio R., Wieczér M., Gollan B., Sargen M., Orozco M., Hare S., Helaine S
Molecular Stripping Underpins Derepression of a Toxin-Antitoxin System. Nature Structural
and Molecular Biology (2024) doi.org/10.1038/s41594-024-01253-2

*Autorzy korespondencyijni
Wskaznik cytowan czasopisma (wg Journal Citation Reports 2023): 12,5
Punkty Ministerstwa Edukacji i Nauki: 200

Méj wktad w powyzszej publikacji:

stworzytem konstrukty stuzace do ekspresji toksyn, antytoksyn oraz badania
aktywnosci promotoréw

oczyscitem wszystkie biatka uzyte w badaniu

zainicjowatem i koordynowatem wspétprace w zakresie molekularnego modelowania
oraz bioinformatyki z doktorem Modesto Orozco oraz doktorem Mitoszem Wieczorem z
IRB Barcelona (Hiszpania)

przeprowadzitem testy aktywnosci promotoréw operonu toksyna-antytoksyna
skrystalizowatem oraz okreslitem struktury krystaliczne antytoksyny TacA1 (PDB ID:
72G6) oraz kompleksu TacA3-TacT3-DNA (PDB ID: 7ZG5)

zanalizowatem otrzymane struktury krystaliczne

przygotowatem wszystkie ryciny i tabele

wspoélnie z ostatnim autorem napisatem artykut

wykonatem i zinterpretowatem doswiadczenia zalecone przez recenzentéw

Dane naukometryczne dla prac wchodzacych w sktad cyklu:

Sumaryczny wskaznik cytowan czasopism (wg Journal Citation Reports 2023): 40,2
Suma punktow Ministerstwa Edukacji i Nauki: 600



4.3. Omowienie celu naukowego prac wymienionych w pkt 4.2 oraz otrzymanych
wynikéw

4.3.1 Wprowadzenie i przestanki do podjecia badan

Antybiotykoterapia pozostaje najczesciej stosowanym podejsciem terapeutycznym w walce
z infekcjami bakteryjnymi. Jednak przedtuzajgce sie infekcje wymagajgce wielokrotnych cykli
antybiotykowych, czesto prowadzg do antybiotykoopornosci, tzw. AMR (ang. antimicrobial
resistance), charakteryzujgcej sie niewrazliwoscig bakterii na obecnos¢ antybiotyku i
kontynuacjg ich wzrostu. Przewiduje sig, ze do 2050 roku AMR bedzie stanowi¢ znaczne
obcigzenie dla zdrowia publicznego, przyczyniajac sie do okoto 10 milionéw zgondéw rocznie’.
Chociaz doktadne mechanizmy, za pomoca ktérych wrazliwa populacja bakterii przeksztatca
sie w oporna nie sg doktadnie poznane, antybiotykoodpornos¢ czyli tzw. AR (ang. antimicrobial
recalcitrance), gdzie bakterie przezywajg ekspozycje na antybiotyki, jest uwazana za kluczowy
czynnik. Co wazne, podczas gdy w przypadku AMR komorki bakteryjne rosng pomimo
obecnosci antybiotykdw, w AR bakterie nie dzielg sie lecz charakteryzujg sie wydtuzonym
przezyciem podczas presji antybiotykowej. Coraz wiecej badan sugeruje, ze AR moze
prowadzi¢ do AMR, poprzez opdznianie Smierci komoérek podczas leczenia, zwiekszajgc w ten
sposéb prawdopodobienstwo pojawienia sie mutacji nadajgcych opornosé na dany
antybiotyk?®. Zwiekszone przezycie bakterii na antybiotyki w AR moze objawiaé sie w catej
populacji (tolerancja) lub w subpopulacji (komérki przetrwate, ang. persister cells). Komoérki
przetrwate reprezentujg genetycznie wrazliwg na antybiotyki subpopulacje, ktéra wchodzi w
stan zahamowania wzrostu, charakteryzujgcy sie zwiekszong tolerancjg na antybiotyki. Po
wycofaniu antybiotyku komorki te mogg wznowié wzrost, potencjalnie prowadzac do nawrotu
infekcji*. Istnienie komorek przetrwatych niewrazliwych na leczenie penicyling zostato po raz
pierwszy udokumentowane w latach 40. XX wieku przez Gladys Hobby® i Josepha Biggera’.
Pomimo ich wczesnego odkrycia, badania nad komdrkami przetrwatymi zatrzymaty sie na
cztery dekady z powodu braku odpowiednich narzedzi do ich badania, braku wyraznego zwigzku
z nawracajgcymi infekcjami, oraz ich przejsciowego charakteru. Przetom nastgpit w 1983 roku,
gdy Harris Moyed zidentyfikowat w badaniu genetycznym mutanta hipA7 w szczepie E. coli,
ktory charakteryzowat sie 10000-krotnie wyzszg czestotliwoscig wystepowania komérek
przetrwatych niz szczep dzikiego typu®.

Mniej wigcej w tym samym czasie dwie grupy badawcze odkryty toksyczne i antytoksyczne
elementy genetyczne zaangazowane w utrzymanie plazmidéw w bakteriach®'?. Elementy te,
mianowicie hok-sok i ccdA-ccdB, sklasyfikowano jako systemy toksyna-antytoksyna (zwrot
dalej okreslany jako ,,TA”). Co wazne, mutacja hipA7, odkryta w 1983 roku przez Moyed, zostata
zidentyfikowana jako mutant systemu TA hipAB, co potaczyto zjawisko AR z systemami TA™12,
Systemy TA to niewielkie, najczesciej bicistronowe (dwu-genowe) operony kodujgce toksyczne
biatko - toksyne, ktéra zaktdca kluczowe procesy bakteryjne, oraz antytoksyne, ktora
neutralizuje toksyne. Zazwyczaj gen antytoksyny poprzedza gen toksyny w operonie.
Dotychczas zidentyfikowano osiem typow systeméw TA (I-VIll), ktore réznig sie od siebie
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czasteczkg antytoksyny (biatko lub RNA) lub mechanizmem neutralizacji toksyny's. Sposréd
nich, systemy typu Il sg szczegélnie dobrze zbadane. Tutaj antytoksyna jest biatkiem, ktore
bezposrednio oddziatuje z toksyng, tworzac kompleks toksyna-antytoksyna'.

Wiele antytoksyn, oprdcz neutralizowania swojej partnerskiej toksyny za pomocg domeny
neutralizujgcej, wigze sie z operatorem DNA w promotorze TA i blokuje transkrypcje operonu
TA (represja). Jednak w warunkach stresu Srodowiskowego systemy te czesto ulegajg
transkrypcyjnej aktywacji. Ta aktywacja moze by¢ napedzana na przyktad przez proteolize puli
antytoksyn, zwiekszajgc poziom wolnej toksyny, ktéra odblokowuje transkrypcje TA
(derepresja)'®. Redukcja puli antytoksyny lub dysocjacja kompleksu TA skutkujg zwiekszeniem
poziomu komadrkowego wolnej toksyny, ktéra zaktdca kluczowe procesy bakteryjne, prowadzac
do zatrzymania podziatu komérkowego. Wyniki najnowszych badan wykazaty, ze owe
zatrzymanie podziatow komorkowych oprécz wptywu na tworzenie bakterii przetrwatych, stuzy
jako mechanizm obronny przed bakteriofagami’s.

Salmonella enterica to bakteryjny patogen przenoszony przez zanieczyszczong zywnosc i
wode, ktéry zakaza rocznie niemal 15 milionéw ludzi na catym Swiecie, powodujgc ponad
200 tysiecy zgonoéw'®. Ta Gram-ujemna bakteria moze wywotywacé niezyt zotgdkowo-jelitowy,
ograniczony do przewodu pokarmowego lub dur brzuszny i inwazyjng forme salmonellozy, gdzie
bakterie rozprzestrzeniajg sie ogélnoustrojowo przez krwiobieg do narzgddw takich jak watroba
czy Sledziona. Z ponad 2500 szczepdéw Salmonella sklasyfikowanych na podstawie sktadu
antygenéw powierzchniowych', dur brzuszny jest powodowany przez szczepy Typhi i
Paratyphi, charakteryzujgce sie waskim zakresem gospodarza. W przeciwienstwie do nich,
szczepy wywotujace niezyt zotagdkowo-jelitowy, takie jak Typhimurium i Enteritidis, wykazujg
szeroki zakres gospodarzy wsrdd kregowcdw. Te ostatnie powodujg zapalenie zotadkai jelit, a u
0s06b z ostabiong odpornoscig - powazng bakteriemie. Bakteriemia wywotana tymi szczepami
jest czestg przyczyng zgondw w Afryce Subsaharyjskiej'.

Ogdlnoustrojowemu rozprzestrzenianiu sie bakterii  Salmonella sprzyjajg liczne
determinanty wirulencji, ktére wyewoluowaty z czasem, ustanawiajgc jg jako fakultatywny
patogen wewnatrzkomorkowy. Kluczowe wsréd nich sg wyspy patogennosci 1i 2 (SPI-1i SPI-
2), ktére kodujg systemy sekrecji typu trzeciego (ang. type three secretion systems, T3SS),
umozliwiajgce inwazje i replikacje wewnatrz komérek nabtonkowych i makrofagéw'®. Systemy
T3SS dostarczajg okoto 25-30 réznych tzw. biatek ,,efektorowych” do komoérki gospodarza, ktére
zaktdcajg jej szlaki sygnatowe, metabolizm lub indukujg $mieré¢ komoérkowa?.

Przetrwaniu bakterii Salmonella w komodrkach gospodarza sprzyja odpornos¢ na liczne
stresory, takie jak reaktywne formy tlenu i azotu, gtéd, szok pH lub ekspozycja na peptydy
przeciwbakteryjne. Wykazano, ze wiele z tych czynnikbw promuje tworzenie komodrek
przetrwatych w laboratoryjnych warunkach hodowlanych. Co istotne, ponad dekade temu
wykazano w komorkowym modelu infekcji, ze poétgodzinne wchtoniecie bakterii Salmonella
przez makrofagi prowadzi do 1000-krotnego zwiekszenia subpopulacji komorek przetrwatych?'.
Zjawisko to byto zalezne od czternastu systemdéw TA typu Il, tgczac je z bakteryjng
antybiotykoodpornoscig (AR). W tamtym czasie dla trzech z tych systemoéw funkcja toksyny nie
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byta znana. W pézniejszym badaniu jedna z nich — toksyna z systemu tacAT7 - zostata
zidentyfikowana jako acetylotransferaza modyfikujgca aminokwasy na natadowanej
czgsteczce tRNA%,

Salmonella enterica szczep Typhimurium zawiera trzy paralogiczne systemy
acetylotransferazowe TA: tacAT1, tacAT2 i tacAT3. Poczatkowo nie byto wiadomo czy kazda z
tych toksyn (TacT1, TacT2i TacT3) jest aktywna, jaka jestich specyficznos$é substratowa, jak ich
odpowiednie antytoksyny (TacA1, TacA2 i TacA3) je neutralizujg, oraz czy istnieje krzyzowa
neutralizacja lub regulacja pomiedzy tymi systemami.

Gtownym celem moich badan byto wyjasnienie molekularnych mechanizméw lezgcych u
podstaw neutralizacji toksyn i regulacji transkrypcyjnej systeméw acetylotransferazowych
tacAT1-3 w Salmonella. Badajac te systemy odkrytem, ze mnogos¢ powierzchni oddziatywan,
tzw. interfejsow TA i wynikajgca z tego redundantna neutralizacja toksyn wspiera ewolucje
specyficznosci oddziatywan pomiedzy tymi biatkami. Ponadto zidentyfikowatem molekularny
mechanizm i allosterie lezgcg u podstaw aktywacji transkrypcyjnej systemu tacAT3. Trzy
publikacje omoéwione ponizej stanowig podstawe mojego wniosku o uzyskanie stopnia doktora
habilitowanego.

4.3.2 Szczegotowe omowienie prac sktadajacych sie na cykl artykutow

Artykut naukowy nr 1

Rycroft J.A., Gollan B., Grabe G.J., Hall A., Cheverton A.M., Larrouy-Maumus G., Hare S.A,,
Helaine S., Activity of acetyltransferase toxins involved in salmonella persister formation during
macrophage infection.?* Nature Communications (2018) doi.org/10.1038/s41467-018-
04472-6

Wprowadzenie

Szczepy bakteryjne Salmonella enterica Typhimurium i Enteritidis wywotujg u ludzi
stosunkowo niegrozny dla zycia niezyt zotgdkowo-jelitowy. Jednak u pacjentéw z
niedozywieniem lub ostabionym uktadem odpornosciowym zakazenie tymi bakteriami moze
prowadzi¢ do inwazyjnej salmonellozy (ang. invasive non-typhoidal salmonellosis, iNTS),
choroby o najwiekszej czestosci wystepowania w Afryce Subsaharyjskiej. W regionie tym
Smiertelno$¢ na te chorobe u pacjentéw dodatkowo zakazonych wirusem HIV siega 50%,
znaczgco przewyzszajgc $miertelno$¢ w przypadku duru brzusznego?. Leczenie zakazen
bakterig Salmonella opiera sie ha antybiotykach cefalosporynowych, jednak inwazyjne szczepy
wykazujg narastajgcg opornosé na cefalosporyny pierwszej i drugiej generacji. Rosnaca
czestos¢ opornosci tej bakterii na cefalosporyny trzeciej generacji w Afryce i w Europie
dodatkowo utrudnia terapie zakazonych pacjentéw?26, Ponadto, nawracajace infekcje
wynikajgce z ponownych zakazen jeszcze bardziej komplikujg skuteczne leczenie?.



Weczesniejsze badania wykazaty, ze fagocytoza bakterii Salmonella enterica szczep
Typhimurium (dalej okreslana jako STm) przez makrofagi znaczaco wzbogaca subpopulacje
komoérek przetrwatych?®. Komérki te miedzy innymi dzieki zahamowaniu podziatéw
komorkowych przezywajg w obecnosci antybiotykédw. Owe wzbogacenie subpopulacji komérek
przetrwatych zalezy od czternastu systeméw TA typu I, ktére ulegajg aktywacji transkrypcyjnej
po wchtonieciu STm przez makrofagi. W roku 2016 odkryto, ze jeden z tych systemoéw koduje
toksyne acetylotransferazowa, ktéra modyfikuje grupe aminowg aminokwaséw znajdujgcych
sie na natadowanych tRNA (aa-tRNA)?*. Toksyne te nazwano TacT od angielskiego ,,tRNA
acetylating toxin”. Acetylacja grupy aminowej aminokwasow znajdujgcych sie na tRNA blokuje
ich transfer podczas translacji biatek i ostatecznie prowadzi do zatrzymania wzrostu bakterii.
Ten toksyczny efekt moze jednak zostaé odwrécony przez hydrolaze peptydylo-tRNA (Pth),
ktéra usuwa zacetylowany aminokwas z tRNA, umozliwiajgc ponowne przytaczenie
niezmodyfikowanego aminokwasu do tRNA?%,

Cele badania

Gtéwnym celem byto ustalenie, czy siedem klinicznych szczepéw Salmonella enterica
(nalezacych do szczepow Typhimurium i Enteritidis), wyizolowanych z prébek krwi pacjentow
ze Szpitala Krélowej Elzbiety w Malawi, tworzy komorki przetrwate po wchtonieciu przez ludzkie
makrofagi. Zbadano réwniez dystrybucje systeméw TA w tych szczepach, ze szczegdlnym
uwzglednieniem trzech systemoéw acetylotransferazowych tacAT7-3. Dodatkowym celem byto
okreslenie funkcjonalnych réznic miedzy paralogicznymi toksynami acetylotransferazowymi
TacT1-3 pod wzgledem ich struktury, specyficznosci substratowej oraz aktywnosci.

Gtowne wyniki

Biorgc pod uwage, ze nawracajgce infekcje sg rezultatem klonalnej reinfekcji, ktéra moze
mie¢ zwigzek z komdrkami przetrwatymi, przetestowano osiem klinicznie istotnych szczepéw
Salmonella (odpowiednio pie¢ Typhimurium i trzy Enteritidis) oraz szczepy referencyjne pod
katem tworzenia komdrek przetrwatych po fagocytozie przez ludzkie makrofagi. Wszystkie
szczepy kliniczne wykazaty znaczacy, 1000-krotny wzrost frakcji komadrek przetrwatych po
wchtonieciu przez makrofagi w poréwnaniu do populacji wyjsciowej, poréwnywalny do
zaobserwowanego wczesniej w referencyjnym szczepie laboratoryjnym STm?'. Sugeruje to, ze
zwiekszone tworzenie komoérek przetrwatych tolerujgcych antybiotyki jest wspolnym
mechanizmem przezycia zaréwno klinicznych, jak i referencyjnych szczepéw Salmonella w
konfrontacji z komérkami odpornosciowymi.

Nastepnie przeanalizowano systemy TA, ktérych udziat w tworzeniu komaérek przetrwatych
zostat wczesniej potwierdzony?'. Izolaty kliniczne Salmonella posiadaty identyczny rozktad
systemow TA jak odpowiadajgce im referencyjne szczepy, jednak zauwazono réznice miedzy
szczepami Enteritidis i Typhimurium. Szczep Enteritidis nie posiadat dwdch systemow TA
(parDE i relBET). Co wiecej, szczepy Enteritidis oraz Typhimurium réznity sie miedzy sobg



wariantem toksyny TacT2 w pozyciji 29 i posiadaty odpowiednio lizyne (Enteritidis - TacT2sg,) lub
kwas glutaminowy (Typhimurium - TacT2sm). Trzy paralogiczne systemy acetylotransferazowe
(tacAT1-3) byty obecne w obu szczepach, przy czym toksyny TacT2 oraz TacT3 wykazywaty
odpowiednio 47% oraz 28% identyczno$¢ sekwencji aminokwasowych w poréwnaniu z
wczesniej zidentyfikowang toksyng TacT1. Nastepnie zbadano czy nadekspresja genow toksyn
tacT2sg,, tacT2sm, i tacT3 promuje tworzenie komérek przetrwatych in vitro podczas ekspozycji
na antybiotyk cefotaksym. Sposrdd nich toksyny TacT2se, i TacT3 istotnie zwiekszaty frakcje
komorek przetrwatych, a efekt ten byt znoszony przez koekspresje gendéw partnerskich
antytoksyn pochodzacych z operonéw, z ktérych wywodzity sie badane toksyny.
Zaobserwowany minimalny wptyw nadekspresji toksyny tacT2si» na tworzenie komodrek
przetrwatych sugerowat, ze Glu29 w tym wariancie moze mie¢ negatywny wptyw na jej
aktywnosc¢.

Aby zrozumiec¢ strukturalne zaleznosci miedzy toksynami acetylotransferazowymi,
okreslitem strukture krystaliczna toksyny TacT3 z rozdzielczoscia 1,5 A (Ryc. 1). Dimerowa
konformacja acetylotransferazy przyjeta przez biatko TacT3 zwigzane z kofaktorem Ac-CoA byta
podobna do dimeru TacT1, z gtéwnag réznicg w postaci C-koricowej helisy a’ obecnej jedynie w
TacT3 (Ryc. 1). Wykorzystujgc TacT1 jako szablon, opracowatem modele strukturalne toksyn
TacT2se, oraz TacT2sm. Zaréwno TacT2sen, jak i TacT3 posiadaty znaczng, dodatnio natadowang
powierzchnie rozciggajgca sie od regionu petli jednego monomeru do miejsca aktywnego
drugiego monomeru. Mutacje tego regionu lub katalitycznej tyrozyny (odpowiedzialnej za
transfer grupy acetylowej) znosity toksycznos¢ obu toksyn w Salmonella, co byto zgodne z
wczesniejszymi obserwacjami dla TacT1%2. Nadekspresja genu toksyny tacT2sm, w ktorej
dodatnio natadowana powierzchnia byta czesciowo zaktécona obecnoscig Glu29, nie
hamowata wzrostu Salmonella, sugerujac brak aktywnosci tego wariantu toksyny.

W testach biochemicznych oczyszczone toksyny TacT1, TacT 2smm, TacT2sen i TacT3 hamowaty
synteze biatek w systemie bezkomdrkowym oraz acetylowaty czgsteczki aa-tRNA in vitro.
Podczas gtebszej analizy wariantow TacT2, zauwazono, ze polimorfizm Lys29Glu zmienia
rozktad tadunku powierzchniowego w modelach toksyn oraz ich teoretyczny punkt
izoelektryczny (pl 7,1 dla TacT2s, oraz 6,6 dla TacT2sm). Badanie aktywnosci
acetylotransferazowej in vitro w zakresie pH (5,9-7,5) ujawnito wrazliwosc¢ TacT2smm na pH, gdzie
sygnat acetylacji tRNA byt wyraznie widoczny tylko w pH 7,5, podczas gdy toksyna TacT 2sg, byta
aktywna w kazdym z testowanych warunkéw pH. Ponadto, toksyna TacT2se, charakteryzowata
sie zwiekszong stabilnoscig termiczng, prawdopodobnie dzieki stabilizujgcym wigzaniom
wodorowym pomiedzy taricuchem bocznym Lys29 a tlenami karbonylowymi Thr15 i Phe17,
ktérych nie zaobserwowano w przypadku modelu TacT2sm. Podobna stabilizacja miata miejsce
w przypadku toksyny TacT1, gdzie taricuch boczny Lys31 tworzyt wigzania wodorowe z tlenami
karbonylowymi Ala17 i Phe19. Mutacja Lys31Glu w TacT1, ktéra imitowata wariant Glu29 w
TacT2sm, zniosta toksycznosc tego biatka w Salmonella, podkreslajac krytyczne znaczenie tego
regionu dla aktywnosci toksyn TacT1 i TacT2. Test wigzania substratu z uzyciem mutantéw
katalitycznych (TacT2"'%F) wykazat, ze TacT2se, wigze tRNA skuteczniej niz TacT2sm, O
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Rycina 1. Toksyny TacT1, TacT2 oraz TacT3 acetylujace natadowane tRNA w S. enterica

Schematyczna reprezentacja dimerycznych toksyn acetylotransferazowych: TacT1 (bez; PDB ID:
5FVJ), TacT2 (btekit; model) oraz TacT3 (r6z; PDB ID: 6G96). Przedstawione sg przednia (gérny rzgd)
oraz tylna (dolny rzad) orientacja dimerow. Kofaktory Ac-CoA przedstawiono w formie pateczkowej,
gtdwnie w kolorze czarnym. Naturalny polimorfizm Lys29Glu w TacT2 jest zaznaczony kolorem
czerwonym. Dodatkowa C-koricowa helisa a” obecna w TacT2 oraz TacT3 jest wskazana czarng linia.

dodatkowo ttumaczy jej zwiekszong toksycznos¢ i zdolnos¢ do indukcji komadrek przetrwatych.

Specyficznosé substratowg toksyn TacT1-3 okreslono w bezkomérkowym tescie translacji
po dodaniu oczyszczonych toksyn TacT1, TacT2se,, TacT2sm i TacT3, oraz kofaktora Ac-CoA. Po
wyekstrahowaniu czgsteczek tRNA w celu uzyskania zacetylowanych aa-tRNA, zastosowano
wczesniej wspomniang hydrolaze Pth do uwolnienia zmodyfikowanych aminokwaséw i
pozniejszej analizy LC-MS. Otrzymane ilosci zacetylowanych aminokwaséw, dobrze korelowaty
ze stopniem acetylacji obserwowanym in vitro. Sposréd dwudziestu mozliwych wykryto
dwanascie zacetylowanych aminokwaséw w réznych proporcjach, z dominujgcymi glicyng i
leucyng/izoleucyna.

Podsumowanie

W tej pracy wykazano, ze wchtoniecie klinicznych szczepéw Salmonella przez ludzkie
makrofagi prowadzi do 1000-krotnego wzrostu ilosci komérek przetrwatych. Obecnosé
komadrek przetrwatych jest powigzana z nawracajgcymi infekcjami, a zdolnos¢ Salmonella do
dramatycznego zwiekszenia frakcji komorek przetrwatych, ktére tolerujag obecnosé
antybiotykdéw sugeruje rodzaj ewolucyjnej adaptacji bedacej odpowiedzig na fagocytoze. Ta
wywotana stresem, nierosngca subpopulacja moze stanowi¢ rezerwuar bakterii dla nawrotéw
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infekcji, gdyz wielokrotnie wykazano, ze komoérki przetrwate mogg wznowi¢ podziaty
komorkowe.

Chromosomalne systemy TA typu Il wptywajg na tworzenie komérek przetrwatych w
Salmonella. Dodatkowo wykazano, ze naturalnie wystepujgca substytucja na pozycji 29
wptywa na aktywnos$é toksyny TacT2 i formowanie komdrek przetrwatych. Wyzsza aktywnos$é
toksyny TacT2se, W szczepie Enteritidis mogtaby potencjalnie kompensowaé brak systeméw TA
parDE i relBE1, obecnych w szczepie Typhimurium. Zaréwno TacT2, jak i TacT3 reprezentowaty
w czasie opublikowania tej pracy nowy typ acetylotransferaz modyfikujgcych w aa-tRNA222°,

Artykut naukowy nr 2

Grabe G.J., Giorgio R.T., HallA.M.J., Morgan R.M.L., Dubois L., Sisley T.A., Rycroft J.A., Hare S.A,,
Helaine S., Auxiliary interfaces support the evolution of specific toxin-antitoxin pairing.*
Nature Chemical Biology (2021) doi.org/10.1038/s41589-021-00862-y

Wprowadzenie

Systemy TA sg elementami odpowiedzi na stres promujgcymi przezycie bakterii. W najlepiej
zbadanych systemach typu ll, antytoksyna jest biatkiem, ktére kontroluje toksyne poprzez
bezposrednie oddziatywanie (neutralizacja) oraz przez represje transkrypcyjng. Sktada sie ona
z dwéch kluczowych regionéw: domeny neutralizujgcej (ND), ktora bezposrednio wigze
toksyne i blokuje jej aktywnos¢, oraz domeny wigzacej DNA (DBD), zaangazowanej w represije
transkrypcyjng operonu TA. Ta Scista kontrola nad toksyng na poziomach biatkowym oraz
transkrypcyjnym jest kluczowa, poniewaz niezwigzana toksyna moze zahamowaé wzrost
bakterii oraz doprowadzié do $mierci komaérkowej. Wiele bakterii, w tym STm, posiada w swoim
chromosomie paralogiczne systemy TA. Chociaz niektére toksyny moga by¢ neutralizowane
przez blisko spokrewnione antytoksyny*'33, w wiekszos$ci paralogicznych systeméw TA
obecnych na tym samym chromosomie nie zachodzi neutralizacja krzyzowa. Sugeruje to, ze
interferencja miedzy systemami TA jest szkodliwa dla komaérki bakteryjnej***’. Co ciekawe,
badania strukturalne réznych toksyn w kompleksie z antytoksyng ujawnity pojedyncza
powierzchnie oddziatywania, zwang dalej interfejsem, ktéra determinuje specyficznos¢ i
warunkuje neutralizacje toksyny. Podczas ewolucji nowej specyficznosci kompleksow TA,
kontakt pomiedzy tymi biatkami musi zosta¢ zachowany z racji toksycznej natury toksyny.
Nasuneto to przypuszczenie, ze oprocz gtdéwnego interfejsu w systemach TA istniejg dodatkowe
interfejsy utrzymujace interakcje pomiedzy toksyng a antytoksyng, ktére mogtyby wspieraé
ewolucje nowej specyficznosci w tych kompleksach. Tutaj pomocng okazata sie struktura
heksamerycznego kompleksu TA, gdzie stosunek antytoksyny do toksyny wynosit 2:1 i w ktorej
zaobserwowano wiele interfejséw TA.
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Cele badania

Celem pracy byto zidentyfikowanie mechanizmu neutralizacji toksyn
acetylotransferazowych TacT1-3 w STm przez odpowiednie antytoksyny TacA1-3 oraz
odpowiedZ na pytanie, czy dla paralogicznych par tacTA17-3 neutralizacja zachodzi tylko w
parach toksyna-antytoksyna w obrebie wtasnego operonu, czy moze zachodzi neutralizacja
krzyzowa pomiedzy toksynami i antytoksynami z paralogicznych operonéw. Dodatkowym
celem byto zrozumienie, jak paralogiczne systemy tacAT ewoluujg w kierunku nowej
specyficznosci przy jednoczesnym utrzymaniu odziatywania z toksyna.

Gtowne wyniki

Woczesniejsze badania wykazaty, ze kazda z antytoksyn TacA1, TacA2 i TacA3 neutralizuje
toksyny z wtasnego operonu, czyli odpowiednio TacT1, TacT2 i TacT3%>%, Biorgc pod uwage
podobienstwo ich sekwenciji, sprawdzono czy spokrewnione antytoksyny mogg neutralizowac
toksyny pochodzace z paralogicznych operonéw. Analizujgc krzywe wzrostu bakterii nie
zaobserwowano neutralizacji krzyzowej, gdyz kazda antytoksyna neutralizowata tylko toksyne z
wtasnego operonu, co byto zgodne z wczesniejszymi obserwacjami dotyczacymi
spokrewnionych toksyn z innych rodzin TA*-*, Stosujac serie N-koricowych delecji sekwenciji
antytoksyn okreslono minimalny C-koncowy region (domena neutralizujgca — ND) wymagany
do neutralizacji toksyn. Wszystkie trzy antytoksyny w swojej skroconej formie, TacA1-3"P, nadal
neutralizowaty tylko toksyny z wtasnych operondéw, potwierdzajgc, ze region ten jest
wystarczajgcy dla zachowania specyficznosci.

Aby poznaé molekularny mechanizm neutralizacji i specyficznos¢ acetylotransferazowych
systemow TA, rozwigzatem trzy struktury krystaliczne kompleksow toksyn TacT1-3
zwigzanych z samg domeng ND antytoksyny (tetrameryczne TacA1"°-TacT1 i TacA3"P-
TacT3) lub z antytoksyna petnej dtugosci (heksameryczny TacA2-TacT2). We wszystkich
kompleksach region ND antytoksyn wigzat si¢ w tym samym obszarze toksyny oraz miat
podobng strukture, w sktad ktérej wchodzity helisy a3 oraz a4 (Ryc. 2). Kluczowa cechg tego
oddziatywania byto zaburzenie miejsca wigzania substratu aa-tRNA (TBS) wspoéttworzonego
przez petle toksyny. Mianowicie, petle toksyn TacT1-3 byty wyparte z ich pierwotnego potozenia
przez helisy a3 antytoksyn TacA1-3 (Ryc. 2). Oprdcz tego, region C-koncowy antytoksyny z
helisg a4 wigzat sie w poblizu kieszeni wigzgcej acetylo-CoA (ACP), miejsca kluczowego dla
enzymatycznej aktywnosci acetylotransferazowej. Zaobserwowany tryb wigzania byt podobny
do tego u pokrewnych antytoksyn KacA i AtaR, sugerujgc wspélng strategie neutralizacji opartg
na blokowaniu wigzania i modyfikacji aa-tRNA**4' (Ryc. 2).

Badania toksycznosci bakteryjnej oraz precypitacja kompleksu (ang. pull-down) z tRNA
potwierdzity kluczowa role miejsca TBS dla aktywnosci toksyny i rozpoznawania substratu. W
przeciwienstwie do samej toksyny TacT3, toksyna TacT3 zwigzana z TacA3"° nie wigzata
tRNA, co potwierdzito krytyczna role miejsca TBS w wigzaniu tRNA oraz, ze antytoksyna blokuje
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Rycina 2. Toksyny acetylotransferazowe w kompleksach z antytoksynami.

Struktury krystaliczne toksyn TacT1, TacT2, TacT3, AtaT oraz KacT (z6tty) w kompleksie z
antytoksynami odpowiednio TacA1, TacA2, TacA3, AtaR i KacA (niebieski). Antytoksynowe helisy a3
zaburzajg miejsce biorgce udziat w wigzaniu tRNA (TBS; czarna przerywana linia), co widoczne jest
natozeniem sie helis z gestoscig regionu toksyn odpowiedzialng za wigzanie tRNA (czarna siatka).
Helisy a4 w antytoksynach natomiast wigzg sie w okolicy kieszeni Ac-CoA (ACP; fioletowa przerywana
linia). Identyfikatory PDB struktur uzyte dla kazdego z komplekséw podane w nawiasach: TacA1-TacT1
(7AK8), TacA2-TacT2 (7AK7), TacA3-TacT3 (7AK9), AtaR-AtaT (6GTR), KacA-KacT (5ZGN). Czarna
siatka ukazujgca gestos¢ aminokwaséw tworzacych TBS, w skitad ktérego gtéwnie wchodzi petla
toksynowa, zostata wygenerowana na podstawie struktur (identyfikatory PDB podane w nawiasach) lub
modelowania toksyn bez obecnosci antytoksyny: TacT1 (5FVJ), TacT2 (Swiss model), TacT3 (6G96),
AtaT (6GTP), KacT (5XUN).

wigzanie substratu tRNA. Poza zaburzeniem miejsca TBS, zauwazono, ze wszystkie trzy
antytoksyny zawieraty w helisie a4 reszty lizyny, ktérych tancuchy boczne skierowane byty w
strone kieszeni ACP. Jednak, nieznaczne zmniejszenie neutralizacji przez warianty TacANPbs/Ala
w ktérych lizyna zostata wymieniona na alanine, wskazywato, ze to zaburzenie TBS jest
dominujgcym mechanizmem neutralizacji TacANP.

Paralogiczne toksyny TacT1-3 réznity sie wczesniej juz zidentyfikowang C-koricowa helisg a',
ktéra wystepuje w TacT2 i TacT3, a ktérej brak w TacT1%. Usuniecie helisy a" w TacT3 nie
wyeliminowato toksycznosci, co sugeruje, ze jej obecnos¢ nie wptywa znaczgco na funkcje
toksyny. Co istotne, w strukturze kompleksu TacT3 z TacA3"P, helisa a' tworzy lokalny interfejs
z antytoksyng TacA3, stanowigcy znaczng czes$¢ catego interfejsu TacA3NP-TacT3. Sugeruje to,
ze ten C-koricowy element moze stanowic tak zwany interfejsowy dodatek (ang. interface add-
on) determinujgcym specyficzno$é oddziatywania z antytoksyng“°. Usuniecie helisy a' istotnie
wptyneto na neutralizacje przez TacA3, jednoczesnie nie umozliwiajgc neutralizacji krzyzowe;j
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przez paralogiczne antytoksyny, co sugeruje, ze jest to determinanta specyficznosci
oddziatywania TacA3-TacT3.

Biorgc pod uwage, ze domena ND w antytoksynach TacA jest kluczowa dla neutralizacji i
zarazem determinuje specyficznos¢ oddziatywania z toksyng, istnieje ryzyko, ze podczas
ewolucji nowej specyficznosci mogtoby dojs¢ do uwolnienia toksyny prowadzgcego do zatrucia
komérki. W zwigzku z tym zbadano czy ewolucja nowej specyficznosci w paralogicznych
systemach TA jest wspierana przez dodatkowe mechanizmy. W tym celu pomocne okazato sie
zbadanie struktury heksamerycznego kompleksu TacA2-TacT2, w ktérym stosunek antytoksyny
do toksyny wynosit 2:1 i byt dwukrotnie wiekszy od tego zaobserwowanego dla struktur
komplekséw toksyn z samymi domenami ND antytoksyn (TacA1NP-TacT1 i TacA3"P-TacT3).
Zidentyfikowano w nim dwa dimery antytoksyny TacA2 utworzone przez ich N-koncowe
domeny DBD. Kazda z czterech czgsteczek antytoksyny TacA2 kontaktowata sie z dwiema
czgsteczkami toksyny TacT2. Antytoksyny pokrywaty tgcznie 38% catkowitej powierzchni
TacT2. Byto to mozliwe dzieki istnieniu dodatkowych interfejsow (poza tym tworzonym przez
gtéwny fragment ND), z ktérych kazdy byt formowany przez oddzielng czasteczke
antytoksyny. Oprdécz interfejsu gtéwnego nazwanego P, ktory zawierat w sobie interfejs
tworzony przez domene ND zaobserwowany w kompleksach TacT-TacAP, zidentyfikowano
dodatkowe interfejsy S, T oraz Q. Wieksze interfejsy P i S byty formowane przez regiony C-
koncowe oddzielnych czgsteczek TacA2. Zaskakujgca byta obserwacja, ze mniejsze interfejsy
Ti Q, byty utworzone przez helise a1l N-koncowej domeny DBD, regionu za pomocg ktérego
antytoksyna wigze sie do DNA. Sposréd wszystkich interfejséw, P wykazywat najwiekszg
zmiennos¢ sekwencji, gdy poréwnano homologiczne fragmenty trzech antytoksyn TacA1-3.
Ponadto, pozycja interfejsow S, T i Q sugeruje, ze zapewniajg one dodatkowa neutralizacje,
poza tg gwarantowang przez interfejs P. Funkcjonalnie, S i T dodatkowo przyczyniaty sie do
zaburzenia regionu TBS, podczas gdy Q blokowat reszte acetylowg z kofaktora Ac-CoA. Co
wiecej, interfejs S zaktécat dimeryzacje toksyny TacT2, stanu niezbednego dla aktywnosci
toksyn acetylotransferazowych?2341.4344  7a pomocg techniki sgczenia molekularnego
potgczonego z wielokatnym rozpraszaniem swiatta (ang. SEC-MALS) stwierdzono, ze stan
heksameryczny jest wspdlnym dla wszystkich trzech komplekséw TacA1-TacT1, TacA2-TacT2
oraz TacA3-TacT3, co sugerowato, ze dodatkowe interfejsy S, T, oraz Q sg rowniez obecne w
kompleksach TacA1-T1 oraz TacA3-A3. Ponadto, stan z dodatkowymi interfejsami zostat
zaobserwowany w pdZniejszym czasie w strukturze spokrewnionego systemu
acetylotransferazowego, AtaR2-AtaT2, przez niezalezng grupe badawczg*. Zidentyfikowana
réznorodnosé interfejsow ujawnita, ze antytoksyny TacA sa elastycznymi biatkami
mogacymi przybieraé rozne konformacje, ktére redundantnie neutralizujg toksyny TacT na
praktycznie wszystkich mozliwych poziomach. W zwigzku z tym postawiono hipoteze, ze
dodatkowe interfejsy S, T i Q wspomagajg ewolucje nowej specyficznosci w systemach TA.
Biorgc pod uwage, ze interfejs P, posiadajgcy najbardziej zmienng sekwencje aminokwasowa,
jest gtownym czynnikiem warunkujgcym specyficzno$é oddziatywania, zaproponowano, ze
dodatkowe interfejsy S, T i Q petnig role buforu neutralizacyjnego podczas ewolucji nowej
specyficznosci, ktérej moze towarzyszy¢ czesciowe lub znaczne zaktécenie funkcjonowania
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interfejsu P. Hipoteze te zweryfikowano tworzgc chimeryczng antytoksyne TacA'3, w ktérej
czes¢ regionu antytoksyny TacA1 tworzgcego interfejs P zamieniono na odpowiednik z TacA3.
Chimera TacA'™® w znacznym stopniu neutralizowata zaréwno toksyny TacT1 oraz TacT3, lecz
nie TacT2. Podstawienie zaangazowanej wytgcznie w interfejs S konserwowanej reszty kwasu
asparaginowego (Asp) resztg lizyny (Asp-Lys) miato pomijalny wptyw na neutralizacje toksyny
w kontekscie natywnego interfejsu P (TacA14PYs-TacT1 oraz TacA3*s*¥s-TacT3). Jednak w
chimerze TacA'® z zaktéconym interfejsem P to samo podstawienie (TacA'3 Asr-lys)
znaczgco zmniejszato efektywnos$¢ neutralizacji obu toksyn, potwierdzajac, ze interfejs S
dziata jako bufor neutralizacyjny, gdy gtowny interfejs P jest zaburzony. Podobne wyniki
uzyskano dla mutacji w interfejsach T i Q, co potwierdzito ich role we wspieraniu neutralizacji
czesciowo zaburzonego interfejsu P (Ryc. 3).

Optymalne Zaktécone Optymalne
dopasowanie dopasowanie dopasowanie

Fj
@

Toksyna
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_—
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Dodatkowe interfejsy Dodatkowe interfejsy Dodatkowe interfejsy
STQ nadmiarowo STQ buforujg zaktdcenie STQ nadmiarowo
neutralizajg toksyne neutralizajg toksyne

Rycina 3. Dodatkowe interfejsy wspierajg ewolucje specyficznosci systeméw TA

Interfejs P funkcjonuje jako gtdwne miejsce neutralizacji toksyn, przy czym interfejsy S, T i Q zapewniajg
nadmiarowa (redundantng) neutralizacje. W miare akumulacji mutacji w interfejsie P toksyny,
dodatkowe interfejsy S, Ti Q, zapewniajag jej neutralizacje i utrzymanie kompleksu toksyna-antytoksyna.
Z czasem funkcjonalny interfejs P zostaje przywrécony na drodze ko-ewolucyjnego dopasowania z
antytoksyng. Zmodyfikowano z artykutu naukowego nr 2.

Podsumowanie

Zidentyfikowano gtéwne mechanizmy neutralizacji toksyn acetylotransferazowych przez
antytoksyny, ktére polegajg na zaburzeniu funkcji kluczowych dla dziatania toksyny: (1) wigzanie
substratu tRNA (TBS), (2) wigzanie kofaktora Ac-CoA (ACP) oraz (3) stanu dimeryczny toksyny.

Odkryto, ze antytoksyny oddziatujg z toksynami acetylotransferazowymi za pomocag wielu
interfejséw, co umozliwia nadmiarowg (redundantng) neutralizacje. Wykazano, ze dodatkowe
interfejsy stuzg jako elementy wspomagajace neutralizacje, umozliwiajagc roznicowanie
(dywergencje) gtéwnego interfejsu bez koniecznosci uwalniania toksyny i w konsekwencji
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zatrucia komoarki. Mechanizm ,,nadmiarowej neutralizacji” oparty o wielo$¢ interfejséow
mogtby umozliwi¢ szybszg ewolucje specyficznosci paralogicznych systemoéw TA. Takie
przyspieszenie ewolucji nie bytoby mozliwe w przypadku systeméw TA opartych na
pojedynczym interfejsie.

Omawiana praca zostata skomentowana przez Anastazje Liuzzi oraz Ditleva Brodersena w
»Evolving complex insulation” (doi.org/10.1038/s41589-021-00873-9)*¢ oraz na stronie
Science in Boston w sekcji ,,Publications of the week” (https://scienceinboston.com/wp-
content/uploads/sites/6/2021/11/Volume-3.41-min.pdf).

Artykut naukowy nr 3

Grabe G.).*, Giorgio R., Wieczér M., Gollan B., Sargen M., Orozco M., Hare S., Helaine S
Molecular Stripping Underpins Derepression of a Toxin-Antitoxin System.*” Nature structural
and molecular biology (2024) doi.org/10.1038/s41594-024-01253-2

*Autorzy korespondencyjni

Wprowadzenie

Bakteryjne represory kontrolujg aktywnos¢ gendw, wigzac sie z sekwencjami DNA zwanymi
operatorami, ktére pokrywajg sie z regionami promotoréw. Wigzanie represora z operatorem
blokuje dostep polimerazy RNA do promotora, uniemozliwiajac inicjacje transkrypcji*®. W takim
przypadku wydajna transkrypcja zalezy od etapu derepresiji, podczas ktorego represor odtgcza
sie od operatora w wyniku rearanzacji strukturalnej wywotanej wigzaniem lub uwalnianiem
czasteczki induktora*®s®, Poznanie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za
uwalnianie represora z kompleksu represor-operator jest trudne ze wzgledu na dynamike tego
procesu.

Bakteryjne systemy TA typu |l stanowig dogodny model w badaniach molekularnych
mechanizméw odpowiedzialnych za derepresje. Systemy TA Il to bicistronowe operony
kodujgce dwa biatka: toksyne, ktéra zaktéca kluczowe procesy komorkowe, oraz mniej stabilng
antytoksyne, ktéra wigze i neutralizuje toksyne. Oprdécz inhibicji toksyny, antytoksyna wigze sie
réwniez z operatorem zlokalizowanym w obrebie promotora TA, umozliwiajgc autoregulacje
transkrypcyjng operonu™. W wielu systemach stosunek biatek toksyna/antytoksyna (T:A)
znaczgco wptywa na te regulacje. Przy niskim stosunku T:A toksyna wspétpracuje z antytoksyng
W represji, natomiast przy wysokim stosunku T:A toksyna dziata jako derepresor i aktywator
transkrypcji. To zalezne od stosunku T:A zachowanie toksyny okreslane jest jako warunkowa
kooperatywnos¢ (ang. conditional cooperativity)®*2. Co istotne, w czasie realizacji tej pracy
nie opisano zmian konformacyjnych warunkujgcych derepresje w systemach TA.

Chromosom bakterii STm zawiera trzy moduty TA tacAT1-3, ktére kodujg toksyny
acetylotransferazowe TacT1-3 modyfikujgce natadowane tRNA, oraz antytoksyny TacA1-3.
Antytoksyny posiadajg N-koricowag domene DBD wigzgcg DNA oraz C-kornicowg domene ND
neutralizujgcg toksyne. Homologiczne systemy acetylotransferazowe, kacAT i ataRT, opisanow
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bakteriach Klebsiella® i Escherichia®', gdzie heksameryczne kompleksy w stosunku 2T:4A
specyficznie wigzaty operator i regulowaty wtasng ekspresje z wykorzystaniem mechanizmu
derepresiji promotora. Jednak molekularne mechanizmy lezgce u podstaw procesu derepres;ji
nie zostaty scharakteryzowane.

Cel badan

Celem badan byto wyjasnienie, jak system tacAT3 reguluje swojg transkrypcje, ze
szczegolnym uwzglednieniem molekularnych podstaw represji promotora oraz zmian
konformacyjnych wymaganych do jego derepres;ji.

Gtowne wyniki

Badania regulacji operonu tacAT3 w Salmonella z uzyciem fuzji transkrypcyjnych oraz
cytometrii przeptywowej potwierdzity autoregulacje tego systemu. Promotor tacAT3 zawierat
dwa potencjalne operatory, OP1 i OP2. Potwierdzono, ze OP1 byt odpowiedzialnym za kontrole
ekspresji modutu tacAT3, gdyz jedynie mutacja OP1 eliminowata represje w komérkach
Salmonella dzikiego typu. Wykazano réwniez, ze kompleks TacA3-TacT3 specyficznie wigze
operator (OP1), ale nie jego zmutowang forme.

Toksyny wspotpracujg z antytoksynami, wzmacniajgc represje poprzez tagczenie dimeréw
antytoksyn. Badania wykazaty, ze zaréwno TacA3, jak i TacT3 sg niezbedne do silnej represji i
wigzania operatora. Modelowanie strukturalne heksamerycznego kompleksu 4A:2T TacA3-
TacT3 zwigzanego z operatorem ujawnito dwa dimery TacA3 wigzgce gtéwne rowki w DNA,
angazujgc reszty aminokwasowe miejsca wigzania DNA. Mutacja jednej z tych reszt zniosta
wigzanie DNA i represje, potwierdzajgc kluczowg role tego regionu w regulacji promotora
tacAT3. Zaobserwowano réwniez, ze toksyny TacT3 taczyty dwa dimery antytoksyn poprzez
interfejsy P oraz S (Ryc. 4). Potgczenie to sugerowato, ze toksyna prawdopodobnie zwieksza site
wigzania antytoksyny z DNA poprzez awidnosc, efekt opisany poprzednio dla innych systemoéw
TA®, Ponadto zauwazono, ze toksyna kieruje swojg dodatnio natadowang powierzchnie w
strone mniejszych rowkéw operatora. Region ten nazwano miejscem M i potwierdzono
doswiadczalnie jego znaczenie dla wigzania DNA oraz represji promotora. Zatem poza efektem
awidnosci, toksyna sama w sobie za pomocg dodatnio natadowanej powierzchni przyczynia sie
do represji promotora.

Chociaz toksyna wspiera antytoksyne w represji promotora przy niskim stosunku T:A, jej
zwiekszona ilos¢ moze destabilizowa¢ kompleks i prowadzi¢é do derepresji. W
doswiadczeniach wigzania DNA przy niskim stosunku T:A zaobserwowano wspotprace w
wigzaniu operatora miedzy TacT3 i TacA3, natomiast nadmiar TacT3 zaktdcat wigzanie
operatora. Co istotne, zaktéceniu temu towarzyszyto formowaniu kompleksu o zwiekszonej
masie czgsteczkowej, ktéry magtby inicjowacé dysocjacje od operatora. Jest to zgodne z
obserwacjg, ze nadekspresja tacA3-tacT3 prowadzi do derepresji promotora w czesci populacji
bakterii bedgcych w fazie stacjonarnej, co moze wynika¢ z nadmiaru toksyny TacT3 w stosunku
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do mniej stabilnej antytoksyny TacA3. Aby zrozumieé molekularne podstawy procesu derepres;ji
i uwalniania kompleksu TacA3-TacT3 od operatora, okreslitem strukture krystaliczng kompleksu
TacA3-TacT3 z operatorem w obecnosci dodatkowej toksyny TacT3 skutkujgcej powstaniem
wczesniej zaobserwowanego kompleksu o zwiekszonej masie czgsteczkowej. W uzyskanej
strukturze krystalicznej otrzymatem oktameryczny kompleks TacA3-TacT3 zwigzany z
operatorem w stechiometrii 4A:4T. Zaobserwowano, ze w przeciwiedstwie do
heksamerycznego kompleksu, gdzie kazda czgsteczka toksyny wigze dwie czasteczki
antytoksyny poprzez miejsca P oraz S, w kompleksie oktamerycznym kazda czgsteczka toksyny
wigzata tylko jedng czasteczke antytoksyny poprzez interfejs P lub P’ (Ryc. 4). Niemniej jednak
potaczenie miedzy dimerami TacA3 byto utrzymane poprzez dimery toksyn tworzgce interfejs D
(Ryc. 4). Dimer toksyny TacT3 tworzacy interfejs D w oktamerycznej strukturze opierat sie
gtéwnie (43% powierzchni) o element petli, co znaczaco odrézniato go od wczesniej
uzyskanego dimeru toksyny (PDB ID: 6G96), gdzie ta sama petla byta eksponowana na
powierzchni i brata udziat w wigzaniu substratu tRNA.

Aby zweryfikowaé znaczenie stanu oktamerycznego w regulacji promotora tacAT3,
stworzono wariant TacT3°" z podstawieniami w obrebie petli w rejonie krytycznym dla
interfejsu dimeryzacji D utrzymujgcego kompleks oktameryczny. Co wazne, petla ta nie brata
udziatu w tworzeniu heksamerycznego kompleksu TacA3-TacT3 zwigzanego z operatorem.
Zgodnie z tymi obserwacjami kompleks TacA3-TacT3'°" nadal tworzyt heksamer wigzgcy
operator. Potwierdzono réwniez, ze wariant TacT3"°? wspétpracowat z antytoksyng TacA3 w
wigzaniu do operatora, podobnie jak TacT3. Jednak, w przeciwienstwie do TacT3, nadmiar
toksyny TacT3"" nie inicjowat dysocjacji kompleksu TacA3-TacT3°° zwigzanego z operatorem.
Co wiecej, w komédrkach znajdujgcych sie w fazie stacjonarnej nadekspresja tacA3-tacT3%
skutkowata silniejszg represja i, co istotne, brakiem derepresji promotora, co kontrastowato z
wynikami otrzymanymi dla tacA3-tacT3. Wyniki te sa zgodne z hipoteza, ze przejscie od
kompleksu heksamerycznego do oktamerycznego jest kluczowym etapem dla
indukowanej przez toksyne derepresji promotora.

Szukajgc wyjasnienia, dlaczego oktamer jest wymagany do derepresji promotora tacAT3,
poréwnano heksameryczne i oktameryczne kompleksy i zaobserwowano pomiedzy nimi kilka
istotnych réznic. Dodatkowe dwie czgsteczki toksyny w oktamerze doprowadzity do szeregu
znaczacych zmian konformacyjnych. Interfejs S, tworzony miedzy pierwotng toksyng a
antytoksyng w heksamerze, zostat zastgpiony dimerycznym interfejsem D utworzonym przez
dwie czgsteczki toksyn, pierwotng i dodatkowa. Antytoksyna, ktéra zostata wyparta z interfejsu
S z pierwotng toksyng, w oktamerze utworzyta interfejs P’ , tgczacy jg z dodatkowg czgsteczka
toksyny (Ryc. 4). Zauwazono, ze w poréwnaniu do heksameru, interfejs P tworzony przez
antytoksyne w oktamerze przemiescit sie, co poskutkowato oddaleniem czgsteczki toksyny od
miejsca M, ktére w heksamerze wzmacniato represje. Co wiecej, po natozeniu obu modeli na
jeden z dimerow TacA3 zaobserwowano przesuniecie drugiego dimeru antytoksyny. Zbiegato
sie to ze zwiekszeniem kata zgiecia DNA operatora. Ponadto wzgledne wartosci czynnika
temperaturowego B w rejonie operatora oraz zwigzanych z nim N-koncowych regionow
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Rycina 4. Model derepresji systemu tacAT3.

Heksameryczny kompleks TacA3-TacT3 blokuje promotor poprzez wigzanie operatora. W wyniku
zaburzenia stosunku T:A indukowanego stresem, nadmiarowe czgsteczki toksyny (kolor zielony)
wykorzystujgc dostepne C-koncowe fragmenty antytoksyn (pomaranczowy), zmieniajg stopien
oligomeryzacji kompleksu na oktameryczny. Kaskady zmian konformacyjnych podczas tej rearanzacji
prowadzg do dysocjacji represora - derepresji, umozliwiajgcg transkrypcje operonu. A — antytoksyna; T
—toksyna; P, P’ oraz S — interfejsy toksyna-antytoksyna; M — miejsce zblizenia toksyny do matego rowka
operatora; D — interfejs dimeru toksyny utrzymywany przez toksynowe petle. Wziete z artykutu
naukowego nr 3.

antytoksyn w poréwnaniu do reszty modelu byty znacznie wieksze niz w homologicznym
systemie z heksamerycznym KacA-KacT (4A:2T), co sugeruje, ze operator w oktamerycznym
kompleksie TacA3-TacT3 byt bardziej dynamiczny. Przeprowadzono réwniez liczne symulacje
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dynamiki molekularnej, w ktérych zidentyfikowano powstawanie lokalnego zatamania w
centralnym regionie operatora. Otrzymane wyniki pozwolity na zaproponowanie modelu
derepresiji systemu tacAT3 (Ryc. 4).

Podsumowanie

W pracy tej wyjasniono molekularny mechanizmu regulacji promotora tacAT3. Wykazano, ze
przy wysokim stosunku T:A derepresja zalezy od powstania przejsSciowego stanu
oktamerycznego, podczas ktérego kaskada zmian konformacyjnych prowadzi do ostabienia
oddziatywania z DNA, umozliwiajgc derepresje (Ryc. 4). Kluczowym elementem okazato sig
wytworzenie interfejsu D, ktéry zastepuje interfejs S obecny w heksamerycznym kompleksie i
prowadzi do wytworzenia interfejsu P. Gtéwnym elementem umozliwiajgcym powstanie
interfejsu D jest petla toksyny. Znamiennym jest fakt, ze ta sama petla odpowiada za wigzanie
substratowego tRNA pod nieobecnos¢ antytoksyny®, co ukazuje funkcjonalng plastycznosé
tego elementu.

4.3.3 Podsumowanie i plany na przysztosé

Po uzyskaniu tytutu doktora nauk skupitem sie na analizie regulacji systemoéw odpowiedzina
stres toksyna-antytoksyna (TA), ktére wspierajg przezycie bakterii Salmonella podczas
ekspozycji na antybiotyki. Moje badania koncentrowaty sie na systemach TA kodujgcych
toksyny acetylotransferazowe, ktére modyfikujg czgsteczki natadowanego tRNA. Moja praca w
dziedzinie biologii strukturalnej zaowocowaty uzyskaniem szesciu struktur krystalicznych,
ukazujgcych rézne stany tych systemoéw:

e Toksyna - acetylotransferaza TacT3 (PDB ID: 6G96)

¢ Antytoksyna - antytoksyna TacA1 (PDB ID: 72G6)

¢ Kompleksy toksyna-antytoksyna — TacA1NP-TacT1 (PDB ID: 7AK8), TacA2-TacT2 (PDB
ID: 7AK7), TacA3NP-TacT3 (PDB ID: 7AK9)

e Kompleks toksyna-antytoksyna zwigzany z operatorem — TacA3-TacT3-DNA (PDB
ID: 7Z2G5)

Struktury te, w potgczeniu z wynikami doswiadczen biochemicznych i komdérkowych, pogtebity
naszg wiedze o funkcjonowaniu i réznorodnosci toksyn TacT. Analiza kompleksu TA ujawnita
wiele interfejséw toksyna-antytoksyna w obrebie pojedynczej toksyny, ktére zapewniajg jej
wielopoziomowsg i nadmiarowg neutralizacje. WykazaliSmy, ze obecnos¢ dodatkowych
interfejsdw toksyn wspiera ewolucje specyficznosci paralogicznych systemoéw TA, ktére
spetniajg funkcje buforu utrzymujgcego oddziatywanie toksyna-antytoksyna w trakcie
ewolucyjnych zmian zachodzgcych w gtéwnym interfejsie. Z kolei oktameryczny kompleks TA
Zwigzany z operatorem okazat sie kluczowy dla zrozumienia funkcjonowania molekularnego
przetgcznika odpowiedzialnego za aktywacje transkrypcji tego systemu. Unikalna petla toksyny
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okazata sie niezbedna dla formowania stanu oktamerycznego, a jej mutacja pozwolita na
stworzenie ,,super-represorowych” komplekséw, niewrazliwych na stosunek T:A, podkreslajgc
role oktameru w regulacji transkrypcji.

Moje obecne badania, wspierane przez granty POLONEZ BIS, EMBO Installation Grant oraz
OPUS, koncentrujg sie na analizie molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za
odpowiedzZ na stres oraz wirulencje Salmonella. Rozszerzamy nasze badania nad systemami
toksyna-antytoksyna (TA) o uktady z odwrdcong organizacjg operonu, w ktérych gen toksyny
poprzedza gen antytoksyny. Zgtebiamy takze ewolucje specyficznosci oddziatywan toksyn z
antytoksynami. Badamy, czy systemy TA, poza autoregulacjg, wptywajg na ekspresje innych
genodw kluczowych dla fizjologii bakterii. Ponadto analizujemy kontrole innych czynnikéw
transkrypcyjnych, ze szczegolnym uwzglednieniem regulatoréw wirulencji. Poznanie tych
mechanizméw moze znalez¢ zastosowanie w biotechnologii, np. w projektowaniu matych
czgsteczek terapeutycznych zaktdcajgcych procesy istotne dla przezycia i patogenicznosci
Salmonella.

Oprocz systemow TA moje badania obejmujg biatka efektorowe Salmonella, ktére
wstrzykiwane do komodrek eukariotycznych poprzez system T3SS (system sekrecji typu
trzeciego) manipulujg procesami komérkowymi gospodarza, w tym systemem ubikwityna-
proteasom (UPS), kluczowym dla proteostazy komaérek. Wyniki tych badan mogg umozliwic¢
rozwoj strategii biotechnologicznych zaktécajgcych wirulencje Salmonella oraz przyczyni¢ sie
do projektowania terapii regulujgcych funkcjonowanie systemu UPS w chorobach ludzkich.

4.4. Inne osiggniecia od uzyskania stopnia doktora

Podczas moich badan podoktorskich w grupie badawczej profesor Sophie Helaine
opublikowaliSmy prace przegladowa, ktéra omawiata stan literatury wykazujgcej zwigzek
miedzy nawracajgcymi infekcjami a komdérkami przetrwatymi tolerujgcymi antybiotyki. Praca ta
przesledzita historie i rozwdéj badan nad komoérkami przetrwatymi, ocenita ich stan aktualny (na
tamten czas) oraz nakreslita przyszte kierunki badan. Podsumowano istniejgcg literature
dotyczgcg powstawania komérek przetrwatych, ich przezycia i ponownego wzrostu oraz
strategii stosowanych w ich zwalczaniu. W pracy analizowano réwniez powigzania miedzy
tolerancjg bakterii na antybiotyki a antybiotykoopornoscia.

e Gollan B* Grabe G.*, Michaux C* Helaine S., Bacterial persisters and infection: past,
present, and progressing. Annual Review of Microbiology (2019)
doi.org/10.1146/annurev-micro-020518-115650
*Rowny udziat w pracy
Wskaznik cytowan czasopisma (wg Journal Citation Reports 2023): 8,5
Punkty Ministerstwa Edukaciji i Nauki: 200

Oprocz mojej pracy nad systemami acetylotransferazowymi TA, zaangazowatem sie we
wspotprace z grupg badawczg doktor Anny Barnard (Imperial College London, Wielka Brytania),
badajgcg bakteryjny system TA typu Il Phd-Doc. W tym systemie toksyna Doc to kinaza, ktora
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fosforyluje czynnik elongacyjny EF-Tu prowadzgc to zahamowania translacji, natomiast Phd to
antytoksyna, ktéra wigze i neutralizuje Doc. Oceniono rézne peptydy w oparciu o sekwencje Phd
pod katem ich zdolnosci do hamowania aktywnosci kinazy Doc in vitro, okreslono ich
powinowactwa, oraz zdolnos¢ do przeciwdziatania toksycznego efektu Doc w komédrkach
bakteryjnych. Badania te zaowocowaty dwiema publikacjami naukowymi.

e de Castro GV,, Worm D.J., Grabe G.J., Rowan F.C., Haggerty L., de la LastraA.L.,
Popescu O., Helaine S., and Barnard A., Characterization of the Key Determinants of
Phd Antitoxin Mediated Doc Toxin Inactivation in Salmonella. ACS Chemical Biology
(2022) doi.org/10.1021/acschembio.2c00276
Wskaznik cytowan czasopisma (wg Journal Citation Reports 2023): 3,5
Punkty Ministerstwa Edukacji i Nauki: 100

e Worm D.J., Grabe G.J., de Castro G.V., Rabinovich S., Warm I., Isherwood K., Helaine
S., and Barnard A., Stapled Phd Peptides Inhibit Doc Toxin Induced Growth Arrest in
Salmonella. ACS Chemical Biology (2023)
doi.org/10.1021/acschembio.3c00411
Wskaznik cytowan czasopisma (wg Journal Citation Reports 2023): 3,5
Punkty Ministerstwa Edukaciji i Nauki: 100

Podczas mojego pobytu w Bostonie, wspétpracowatem z doktorem Benjaminem
Springsteinem z laboratorium pod kierownictwem profesor Ann Hochschild przy projekcie
wykorzystujgcym bakteryjny system dwuhybrydowy (B2H) do mapowania wewnatrz-
wirusowego interaktomu szesnastu biatek SARS-CoV-2. Wykryte interakcje byty zalezne od
mutacji zaktdcajgcych, co potwierdzito przydatnosc¢ systemu B2H w analizie oddziatujgcych
par biatek wirusowych. Ponadto modyfikacja tej platformy umozliwita wykrycie interakcji
zaleznych od wigzan dwusiarczkowych.

e Springstein B.L., Deighan P., Grabe G.J., Hochschild A., A bacterial cell-based assay to
study SARS-CoV2 protein-protein interactions. mBio (2021)
doi.org/10.1128/mBi0.02936-21
Wskaznik cytowan czasopisma (wg Journal Citation Reports 2023): 5,1
Punkty Ministerstwa Edukaciji i Nauki: 140

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej.

Od poczagtku mojej kariery poszukiwatem okazji do zdobycia miedzynarodowego
doswiadczenia naukowego. Juz w wieku siedemnastu lat uczestniczytem w letniej szkole
badawczej organizowanej przez Uniwersytet w Uppsali (Szwecja). Po ukoriczeniu studiow
licencjackich na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii (MWB) w Gdansku odbytem
roczny staz w grupie badawczej doktora Jana van der Wolfa w Plant Research International na
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Uniwersytecie w Wageningen (Holandia), gdzie zajmowatem sie badaniem bakteryjnych
patogenodw roslin. Praca ta przyczynita sie do powstania trzech publikacji naukowych3+-56,

Méj projekt podczas drugiego roku studidw magisterskich na MWB wykonatem w
laboratorium pod kierownictwem profesora Shoheia Koide na Uniwersytecie w Chicago (USA)
w ramach wspoétpracy naukowej (obecnie odbywajgcej sie w ramach Fundaciji Fulbrighta). Tam
nauczytem sie oczyszczania, charakteryzacji i krystalizacji biatek oraz techniki ,phage display”.
Umozliwito mi to wygenerowanie biatek wigzacych (ang. monobodies) specyficznych dla
domeny SH2 kinazy tyrozynowej Bcr-Abl, bedacej czynnikiem sprawczym przewlektej biataczki
szpikowej. Moja praca zaowocowata publikacjg wykazujgcg hamowanie aktywnosci kinazy Ber-
Abl przez biatka wigzace zaréwno in vitro, jak i w komoérkach, wskazujgc interfejs SH2-kinaza
jako potencjalny cel farmaceutyczny®’.

Po uzyskaniu tytutu magistra otrzymatem prestizowe stypendium Wellcome Trust
Molecular and Cellular Basis of Infection na potgczone studia magisterskie (MRes) i
doktoranckie, ktére realizowatem na Imperial College London (Wielka Brytania). Podczas
studiow MRes uczestniczytem w trzech rotacjach laboratoryjnych, z ktérych jedna,
przeprowadzona w grupie profesora Steve’a Matthewsa, dotyczgca bakteryjnych systemow
witdkien ,,curli”, zaowocowata autorstwem w publikacji naukowej®®. Moje badania doktorskie,
prowadzone w laboratorium profesora krélewskiego Davida Holdena, koncentrowaty sie na
determinantach patogenezy Salmonella, takich jak T3SS i biatko efektorowe SpvD%%-5'. Cze$é
tej pracy realizowana byta we wspétpracy z grupg badawczg Davida Komandera w Laboratory
of Molecular Biology w Cambridge (Wielka Brytania) i doprowadzita do opublikowania artykutu
badawczego®?. Dodatkowo nawigzatem wieloletnia wspédtprace naukowg miedzy grupg a
Pracownig Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki w Warszawie (Polska), ktéra
poskutkowata kilkoma publikacjami®'634,

W ramach szkolenia podoktorskiego na Imperial College London (Wielka Brytania) i Harvard
Medical School (USA) dotgczytem do laboratorium kierowanego przez profesor Sophie Helaine,
koncentrujgc sie¢ na modutach TA tacAT7-3 w bakterii Salmonella enterica. Badania te
przyczynity sie do zrozumienia: (i) wktadu systemoéw tacAT1-3 w przezycie bakterii na
ekspozycje antybiotykowa?, (ii) mechanizmdéw neutralizacji i ewolucji specyficznosci tych
systemow?®, oraz (iii) regulacji transkrypcyjnej systemu tacAT3*. Podczas badania regulacji
transkrypcyjnej systemu tacAT3 zainicjowatem wspotprace z doktorami Modesto Orozco i
Mitoszem Wieczorem z Institute for Research in Biomedicine w Barcelonie (Hiszpania), ktéra
poprzez zastosowanie symulacji molekularnych przyczynita sie do wyjasnienia i zobrazowania
mechanizmu derepres;ji tego systemu TA*. Wspétpracowatem takze z doktor Anng Barnard z
Imperial College London (Wielka Brytania), gdzie badaliSmy neutralizacje toksyny kinazowej
Doc nalezgcej do systemu TA Phd-Doc, co zaowocowato dwiema publikacjami naukowymi®®,

W 2023 roku wykorzystatem zdobyte miedzynarodowe doswiadczenie, uzyskujgc grant
POLONEZ BIS [,Dynamika i ewolucja specyficznosci komplekséw toksyna-antytoksyna”;
budzet 1 130 821 PLN], skierowany do polskich naukowcéw za granicg na powrét do kraju.
Umozliwit mi on realizacje pierwszego samodzielnego projektu badawczego, dotyczgcego
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dynamiki systemow TA, na wydziale MWB — miejscu, gdzie kiedys stawiatem pierwsze kroki w
nauce. Rok pdzniej otrzymatem grant OPUS [,,Badanie wptywu bakterii Salmonella na system
ubikwityna-proteasom”; budzet 3 818 680 PLN] na badanie interakcji bakterii Salmonella z
eukariotycznym systemem ubikwityna-proteasom. W 2025 roku zostatem beneficjentem
grantu instalacyjnego EMBO [,,/nvestigation of Salmonella pathogenicity and survival”; budzet
50 000 EURO rocznie], ktory wspiera zatozenie niezaleznej grupy badawcze;j. Srodki uzyskane
w ciggu ostatnich dwdch lat skutecznie umozliwiajg mi poszukiwanie odpowiedzi na ztozone
pytania z zakresu nauki podstawowej. Habilitacja otworzy mi droge do petnej niezaleznosci
naukowej, umozliwiajgc opieke nad doktorantami i kierowanie ich rozwojem. Co wigcej, jestem
zmotywowany checig przyczynienia sie do rozwoju MWB i umochienia jego pozycji jako
uznanego osrodka badawczego.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke.

W 2024 roku wygtositem dwa publiczne wyktady: ,,Salmonella enterica — patogeneza i
przezycie” (20 marca 2024) dla uczniéw szkét srednich uczestniczacych w konkursie wiedzy
»Podstawy onkogenezy” oraz ,,Walka z bakterig weselng — mechanizmy patogenezy Salmonella
i wspotczesne wyzwania terapii antybiotykowej” (18 grudnia 2024) w ramach serii seminariow
Uniwersytetu Trzeciego Wieku w Gdarnsku. Podczas mojego pobytu w Imperial College London
uczestniczytem w Imperial Open Days, wydarzeniu ktérego celem byto popularyzowanie nauki
wsrdd spoteczenstwa oraz przedstawienie projektéw naukowych realizowanych w réznych
grupach badawczych. Co wiecej, w 2019 roku bratem udziat w organizacji warsztatow EMBO
»Oystemy toksyna-antytoksyna” w Windsorze w Anglii.

W trakcie mojej kariery doktorskiej i podoktorskiej w Imperial College London oraz Harvard
Medical School opiekowatem sie tgcznie dziesiecioma studentami w ramach studiow
magisterskich oraz doktoranckich (na etapie rotacji), z ktérych kilkoro zdecydowato sie
kontynuowaé badania w reprezentowanej przeze mnie grupie badawczej. Przez ostatnie
pottorej roku kierowatem pracg asystenta badawczego w projekcie POLONEZ BIS. Ponadto
nawigzatem wspétprace naukowg z grupami badawczymi doktor Charlotte Michaux
(Uniwersytet Rennes, Francja), profesora Wojciecha Bala (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN,
Polska) oraz firmg biotechnologiczng Acteryon (Gdansk, Polska). Obecnie kieruje dynamicznym
zespotem sktadajgcym sie z dwoch postdokéw, jednego doktoranta oraz jednego asystenta
badawczego w ramach Zaktadu Biologii Strukturalne;.

7. Oprécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej

W maju 2025 roku wzigtem udziat w trzydniowym szkoleniu dla lideréw grup
organizowanym przez EMBO (ang. Lab Leadership for Group Leaders Course), ktéry poruszat
wyzwania oraz dobre praktyki w kierowaniu grupg badawcza.

25



7.1. Przyznane granty badawcze wraz z tytutem projektu oraz podmiotem realizujgcym

e 2025
e 2024
e 2023

EMBO Installation Grant

Tytut: “Investigation of Salmonella pathogenicity and survival”

Budzet: 150 000 -250 000 EUR

Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii

Uniwersytet Gdanski i Gdanski Uniwersytet Medyczny

NCN OPUS26

Tytut: “Badanie wptywu bakterii Salmonella na system ubikwityna-proteasom”
Budzet: 3818 680 PLN

Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii

Uniwersytet Gdanski i Gdanski Uniwersytet Medyczny

NCN & UE (Horizon 2020) POLONEZ BIS 2

Tytut: “Dynamika i ewolucja specyficznosci kompleksdw toksyna-antytoksyna"
Budzet: 1 130 821 PLN

Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii

Uniwersytet Gdanski i Gdanski Uniwersytet Medyczny

7.2. Przyznane nagrody oraz stypendia

e 2022
e 2018
e 20MM
e 2010

Nagroda za plakat naukowy (poster) - Boston Bacterial Meeting, Boston, USA

Nagroda za plakat naukowy (poster) - EMBO Workshop: Bacterial persistence
and antimicrobial therapy. Ascona, Szwajcaria

Outstanding Wellcome Trust MRes Student Award - wyrdznienie dla
wybitnego studenta MRes w programie ,Molecular and Cellular Basis of
Infection” Imperial College London, Wielka Brytania

Stypendium naukowe Wellcome Trust — studia magisterskie oraz
doktoranckie w ramach programu ,,Molecular and Cellular Basis of Infection”
Imperial College London, Wielka Brytania

Oswiadczam, ze nie ubiegatem sie wczesniej o stopien doktora habilitowanego.

Signed by /
Podpisano przez:

Grzegorz Grabe
Uniwersytet Gdanski

Date / Data: 2025-
06-13 00:06

(podpis wnioskodawcy)
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