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»ldentyfikacja bakteryjnych kompleksoéw biatkowych o kluczowym znaczeniu dla
fizjologii i rozwoju antybiotykoopornosci pratkow gruzlicy, na podstawie badania

oddziatywan biatko-biatko lub biatko-kwas nukleinowy”

Osiggniecie naukowe stanowi cykl pieciu pierwszoautorskich, jednotematycznych

publikacji naukowych, opisujagcych wyniki prac eksperymentalnych prowadzonych
wieloosrodkowo w ramach wspdétpracy miedzynarodowej i podczas dtugoterminowych
stazy w zagranicznych os$rodkach naukowych. Ze wzgledu na zbiorowy charakter
opracowan, wkitad poszczegélnych autoréw zostat udokumentowany w zatgczniku nr. 4
do przedtozonego wniosku. Kopie publikacji stanowigcych osiggniecie habilitacyjne
dotgczono w postaci zatgcznika nr. 5 do wniosku o przeprowadzenie postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego.

Prace stanowigce osiggniecie naukowe opisuja identyfikacje nieopisanych
wczes$niej komplekséw biatkowych lub dopetnienie identyfikacji kompleksow
biatkowych o nowe, nieznane wczesniej komponenty dla wielobiatkowych uktadéw
enzymatycznych obecnych w komoérkach pratkéw gruzlicy: kompleksu syntezy $ciany
komorkowej, kompleksu degradosomu RNA oraz nieopisanego dotad systemu napraw
uszkodzen DNA. Zbadane kompleksy biatkowe majg istotne znaczenie dla
przezywalnosci i namnazania sie patogennych pratkéw, sa obecnymi lub obiecujacymi
przysztymi celami dla wynalezienia lekow przeciwpratkowych lub majg znaczenie w

powstawaniu i rozprzestrzeniania sie zjawiska lekoopornosci u tych bakterii.
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Cykl stanowig prace:

1. Plocinski P*#, Macios M, Houghton ], Niemiec E, Ptociniska R, Brzostek A, Stomka M,
Dziadek ], Young D, Dziembowski A#. ,Proteomic and transcriptomic experiments
reveal an essential role of RNA degradosome complexes in shaping the transcriptome
of Mycobacterium tuberculosis”. Nucleic Acids Research. 2019 Apr 8. pii: gkz251. doi:
10.1093 /nar/gkz251. IF2019=11.502; MEiN2023=200; liczba cytowan=30;

Jestem pierwszym i korespondujgcym autorem tej pracy. Badania rozpoczatem podczas
mojego zatrudnienia w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie,
kontynuowatem je podczas mojego zatrudnienia w Instytucie Francisa Cricka w
Londynie w Wielkiej Brytanii i zakonczytem przygotowujac manuskrypt opisujacy
wyniki w Instytucie Biologii Medycznej PAN w todzi. W tej pracy mam przypisang
potrdjna afiliacje, poniewaz badania we wszystkich trzech jednostkach prowadzitem w
ramach osobnych umoéw o prace. Wraz z Prof. Dziembowskim przygotowatem koncepcje
badan, samodzielnie prowadzitem wiekszo$¢ prac eksperymentalnych i koordynowatem
prace eksperymentalne pozostatych cztonkéw zespotu. Odpowiadam za analize i
interpretacje wynikéw przeprowadzonych badan, opracowanie materiatu ilustracyjnego
oraz znaczacej wiekszosci tresci manuskryptu. Moje zaangaZowanie polegato tez na
przygotowaniu odpowiedzi na recenzje pierwotnego manuskryptu, wraz z niezbednymi
uzupetnieniami eksperymentalnymi oraz depozycja danych Zrédtowych w publicznych

bazach danych transkryptomicznych i proteomicznych.

2. Plocinski P* Brissett NC, Bianchi ], Brzostek A, Korycka-Machata M, Dziembowski A,
Dziadek ], Doherty AJ#. ,DNA Ligase C and Prim-PolC participate in base excision
repair in mycobacteria”. Nature Communications. 2017 Nov 1;8(1):1251.
doi:10.1038/s41467-017-01365-y. IF2017=12.353; MEiN2023=200; liczba cytowan
=17;

Jestem wiodgcym autorem tej pracy. Wiekszo$¢ badan przeprowadzitem w laboratorium
Prof. Aidana Doherty, podczas 2-letniego stazu podoktorskiego, w ramach realizacji
projektu Mobilno$¢ Plus III. Badania kontynuowatem po powrocie do Polski do Instytutu

Biologii Medycznej PAN w Lodzi. W tej pracy mam przypisang podwodjng afiliacje,



Dr Przemystaw Ptocinski Zatqcznik nr. 2 - Autoreferat

poniewaz badania w obu jednostkach prowadzitem w ramach umowy o prace i podczas
dtugoterminowego stazu podoktorskiego. Wraz z Prof. Doherty przygotowatem
koncepcje badan, samodzielnie prowadzitem wiekszos$¢ prac eksperymentalnych i
koordynowatem prace eksperymentalne pozostatych cztonkéw zespotu. Odpowiadam za
analize i interpretacje wiekszo$ci wynikow przeprowadzonych badan, opracowanie
materiatu ilustracyjnego oraz znaczacej wiekszosci tresci manuskryptu. Odpowiadatem
réwniez za przygotowanie odpowiedzi na recenzje pierwotnego manuskryptu, wraz z

niezbednymi uzupetnieniami eksperymentalnymi.

3. Plocinski P*, Laubitz D* Cysewski D, Stodu$ K, Kowalska K, Dziembowski A#.
s<1dentification of protein partners in mycobacteria using a single-step affinity
purification method”. PLoS One. 2014 Mar. doi:10.1371/journal.pone.0091380.
IF2014=3.234; MEiN2023=140; liczba cytowan=13;

Jestem wiodacym autorem tej pracy, wraz z dr hab. Danielem Laubitzem. Prace
eksperymentalne byty prowadzone w ramach duzego projektu europejskiego FP7-
Health, zrzeszajacego kilkunastu partneréw z catej Europy - wiodacych naukowcéw w
badaniach nad gruzlica. Wraz z Prof. Dziembowskim i dr hab. Laubitzem przygotowatem
koncepcje badan, z ktérym prowadzitem wiekszo$¢ prac eksperymentalnych i
koordynowatem prace eksperymentalne pozostatych cztonkéw zespotu. Odpowiadam za
analize i interpretacje wynikéw przeprowadzonych badan, opracowanie materiatu
ilustracyjnego oraz istotnych fragmentéw treSci manuskryptu. Razem z dr hab.
Laubitzem odpowiadatlem rdwniez za przygotowanie odpowiedzi na recenzje

pierwotnego manuskryptu, wraz z niezbednymi uzupetnieniami eksperymentalnymi.

4. Plocinski P* Martinez L, Sarva K, Plocinska R, Madiraju M, Rajagopalan M#.
»~Mycobacterium tuberculosis CwsA overproduction modulates cell division and cell
wall synthesis”. Tuberculosis (Edinb). 2013 Dec;93 Suppl:S21-7. doi:
10.1016/S1472-9792(13)70006-4. IF2013=3.503; MEiN2023=100; liczba cytowan=13

Jestem wiodgcym autorem tej pracy. Prace eksperymentalne rozpoczatem podczas stazu
w laboratorium Prof. Rajagopalan, na Uniwersytecie Teksanskim w Tyler i

kontynuowatem po powrocie do kraju, w laboratoriach Prof. Dziembowskiego (IBB PAN
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w Warszawie) oraz Prof. Dziadka (IBM PAN Lédz). Uczestniczytem w opracowaniu
koncepcji badan i przeprowadzitem wiekszo$¢ prac eksperymentalnych, ktére
doprowadzity do powstania powyzszej publikacji naukowej. Uczestniczytem w analizie
danych i interpretacji wynikéw. Odpowiadam za opracowanie znacznej cze$ci materiatu

ilustracyjnego oraz istotnych fragmentéw tresci manuskryptu.

5. Plocinski P#*, Arora N, Sarva K, Blaszczyk E, Qin H, Das N, Plocinska R, Ziolkiewicz M,
Dziadek ], Kiran M, Gorla P, Cross TA, Madiraju M, Rajagopalan M#.
»~Mycobacterium tuberculosis CwsA interacts with CrgA and Wag31, and the CrgA-
CwsA complex is involved in peptidoglycan synthesis and cell shape determination”.
Journal of Bacteriology. 2012  doi: 10.1128/]B.0100512. Epub 2012 sep 21.
[F2012=3.177; MEiN=140; liczba cytowan=49.

Jestem wiodacym autorem tej pracy. Podobnie jak w przypadku pracy opublikowanej na
tamach Tuberculosis, prace eksperymentalne rozpoczatem podczas stazu w laboratorium
Prof. Rajagopalan, na Uniwersytecie Teksanskim w Tyler i kontynuowatem po powrocie
do kraju, w laboratoriach Prof. Dziembowskiego (IBB PAN w Warszawie) oraz Prof.
Dziadka (IBM PAN +L6dZ). Uczestniczytem w opracowaniu Kkoncepcji badan i
przeprowadzitem wiekszo$¢ prac eksperymentalnych, ktére doprowadzity do powstania
powyzszej publikacji naukowej. Uczestniczytem w analizie danych i interpretacji
wynikéw. Odpowiadam za opracowanie znacznej cze$ci materiatu ilustracyjnego oraz

istotnych fragmentow tresci manuskryptu.

Legenda: *pierwszy autor/autorzy, #autor korespondujacy.

Sumaryczny wspétczynnik wptywu (Impact Factor) publikacji wchodzacych w sktad

osiggniecia naukowego wynosi IF=33,769, suma punktow MEIN=780 a sumaryczna

liczba cytowan=124 (120 bez autocytowan).
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Celem pracy bylo zidentyfikowanie nieopisanych lub tylko czeSciowo opisanych

kompleksow biatkowych pratkéw z rodzaju Mycobacterium dla okreslenia ich roli
w metabolizmie bakterii oraz ewaluacji ich uzyteczno$ci jako celow

molekularnych dla planowania nowatorskich terapii przeciwpratkowych.

Gtowny przedmiot badan osiggniecia naukowego stanowi Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis, pratek gruzlicy), bakteria bedaca czynnikiem etiologicznym
gruzlicy. Ta grozna choroba zakazna tylko w roku 2021 pozbawita zycia okoto 1,6 miliona
ludzi na Swiecie. Jest szczegOlnie niebezpieczna dla osdb cierpigcych na niedobory
odpornosci, jak AIDS, przez co prawie co szOsta osoba, ktéra w 2021 roku zmarta z
powodu zakazenia gruzlica, byta nosicielem wirusa HIV (1). Przyjmuje sie, Ze obecnie
nawet 1/4 populacji ludzi na $wiecie moze by¢ zakazona pratkiem gruzlicy, ale u
wiekszosci z tych oséb (90-95%) nigdy nie rozwinie sie objawowe zakazenie (2).
Aktywna posta¢ choroby pojawi sie w ciggu zycia u 5 do 10% nosicieli a jej wystgpienie
czesto zwigzane jest ze znacznym spadkiem odpornosci organizmu. GruZlica przenosi sie
gtownie drogg kropelkowag, a najczestsza posta¢ choroby to gruZzlica ptuc (3). W trakcie
infekcji, typowo, pratki gruzlicy sg fagocytowane przez makrofagi alweolarne ptuc i
wzbudzaja mechanizmy odpornosciowe prowadzace do ograniczenia infekcji i
utworzenia charakterystycznych skupisk komoérek odpornosciowych - ziarniniakéw.
Wedtug danych Instytutu Gruzlicy i Chor6b Ptuc w Warszawie, w roku 2021, w Polsce na
gruzlice zachorowato okoto 3704 osoby, co stanowito 314 przypadkéw zachorowan
wiecej niz w roku 2020, kiedy to w wyniku gruzlicy zmarty 474 osoby, stanowigc istotny
odsetek zgonow z powodu wszystkich choréb zakaznych i pasozytniczych (4). Sytuacja

epidemiologiczna ulegta pogorszeniu ze wzgledu na wspotistniejagcg w ostatnich latach
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pandemie Covid-19, ktéra spowodowata ograniczenia w dostepie do ustug stuzby
zdrowia i miata negatywny wptyw na diagnostyke i leczenie zakazen pratkami gruZzlicy.

Obecnie stosowana terapia przeciwpratkowa jest skuteczna przeciwko szczepom
gruzlicy wrazliwym na tuberkulostatyki. Prowadzone zgodnie z zaleceniami Polskiego
Towarzystwa Choréb Ptuc, leczenie pierwotnych zakazen gruZzlicy w Polsce obejmuje co
najmniej 2-miesieczng faze leczenia intensywnego przy zastosowaniu czterech z lekéw
pierwszej linii leczenia: izoniazydu (INH), ryfampicyny (RMP), pirazynamidu (PZA) oraz
etambutolu (EMB) lub streptomycyny (STR). Leczenie jest nastepnie kontynuowane
przez co najmniej 4 kolejne miesigce przy zastosowaniu INH i RMP - faza kontynuacji
leczenia (3).

Ostatnimi laty, globalnie, obserwuje sie coraz czestsze pojawianie sie szczepow
gruzlicy leko- lub wielolekoopornej, co sktania naukowcoéw na caltym S$wiecie do
poszukiwania nowych lek6w przeciwgruzliczych oraz ewaluacji celé6w molekularnych w
komoérkach pratkéw, mogacych postuzy¢ jako miejsca docelowe dla nowych
chemioterapeutykéw. Z drugiej strony, wazne jest wyjasnienie mechanizméw
powstawania lekooporno$ci poprzez doktadng charakterystyke wewnatrzkomérkowych
tarcz molekularnych dla obecnie stosowanych chemioterapeutykow
przeciwpratkowych, jak réwniez badania nad mutagennymi $ciezkami naprawy DNA
wptywajacymi na tempo nabywania lekoopornosci wéréd populacji bakterii.

Dostepno$¢ pelnego genomu pratka gruZzlicy (od 1998 roku (5)), zwigzana z tym
adnotacja biatek tego patogenu, jak réwniez postepy w badaniach proteomicznych i
strukturalnych umozliwity znaczacy postep w obszarze wyznaczenia nowych,
potencjalnych miejsc docelowych dla nowoczesnych terapii przeciwpratkowych.
Pierwszym krokiem w kierunku globalnej analizy potencjalnych celéw molekularnych
dla nowatorskich terapii przeciwpratkowych byto okreSlenie niezbedno$ci genow
M. tuberculosis dla przezycia komorek pratkow z wykorzystaniem mutagenezy
transpozonowej (6,7). Dzieki takim dziataniom, w przeciggu ostatniego dziesieciolecia,
nastgpit rozkwit badan nad nowatorskimi podej$ciami terapeutycznymi celowanymi w
inaktywacje biatek niezbednych dla przezycia patogenu. Idealny cel molekularny dla
lekbw powinien posiada¢ zdolno$¢ wiagzania zwigzkéw niskoczasteczkowych,
przeciwciat lub rekombinowanych biatek. Co wazne, badany komponent komérkowy
powinien w istotny sposéb rézni¢ sie od analogicznego biatka/sktadnika procesu

wystepujacego w organizmie ludzkim, lub proces poddawany zahamowaniu z
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wykorzystaniem leku powinien by¢ catkowicie nieobecny u cztowieka. Z tego powodu
tak w przypadku mykobakterii, jak réwniez innych patogendw bakteryjnych, za dobry cel
terapeutyczny uznaje sie m.in. mechanizmy zaangazowane w synteze bakteryjnej $ciany
komorkowe;j.

Mechanizm dziatania wiekszoSci obecnie stosowanych antybiotykéw opiera sie
na zahamowaniu syntezy S$ciany komorkowej bakterii. Niestety, pratki gruzlicy
charakteryzujg sie unikalng architekturg budowy $ciany komoérkowej i w tym zakresie
znaczaco roznig sie od innych bakterii, przez co leczenie gruzlicy i innych mykobakterioz
wymaga specjalistycznych i celowanych podej$¢ terapeutycznych. Prowadzone przeze
mnie badania nad kluczowymi kompleksami biatkowymi pratkéw gruzlicy obejmowaty
badania nad kompleksem biatek zaangazowanym w synteze Sciany komorkowej pratkdw
(etap 1) oraz kompleksami uczestniczacymi w degradacji RNA i naprawach uszkodzen

DNA (etap 2).

Cel badan podstawowych:
Okreslenie wewnatrzkomorkowej funkcji nieopisanego wczesniej biatka M. tuberculosis,
kodowanego przez gen rv0008c, w konteksScie jego prawdopodobnego udziatu w

procesie syntezy Sciany komorkowej pratkow i lekoopornosci.

Zagadnienie praktyczne:

Synteza §ciany komérkowej jako miejsce docelowe dla terapii przeciwpratkowe;j.

Unikalna budowa $ciany komoérkowej pratkéw gruzlicy jest jednym z czynnikow
zapewniajacych im naturalng opornos$¢ na wiele klasycznie stosowanych antybiotykow.
Struktura ta zawiera charakterystyczne wieloweglowe, rozgatezione kwasy ttuszczowe,
tzw. kwasy mykolowe. Sg one odpowiedzialne za zmniejszong przepuszczalnos$¢ $ciany
komorkowej dla réznych substancji chemicznych, utrudniajgc penetracje antybiotykow i
zmniejszajgc skuteczno$¢ terapii przeciwpratkowych. Struktury te biorg takze udziat w
modelowaniu odpowiedzi immunologicznej cztowieka jako czynniki wirulencji i
sprzyjaja przezywaniu pratkéw wewnatrz komoérek gospodarza. Sciezka metaboliczna

syntezy kwasow mykolowych jest obecnie wykorzystywana jako cel molekularny dla
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izoniazydu, leku przeciwgruzliczego pierwszej linii leczenia, stosowanego rutynowo w
leczeniu gruZzlicy. Synteza $ciany komoérkowej i metabolizm kwaséw mykolowych sg
przez to oceniane jako jedne z najwazniejszych celéw terapeutycznych dla wynalezienia
nowych terapii przeciwgruzliczych (8).

Synteza Sciany komdérkowej zachodzi w $cisle okre$lonych miejscach w komérce
pratkéw: podczas wzrostu wegetatywnego - na biegunach komorki, oraz podczas
podziatu komoérki - w miejscu tworzenia przegrody podziatowej. Podziat komoérki i
zwigzane z nim wytwarzanie $ciany komorkowej sg procesami niezbednymi dla
przetrwania i namnazania sie bakterii co zwieksza ich potencjat jako przydatne cele dla
nowych lekow przeciwpratkowych. Podziat komorki pratkéw nastepuje podczas cyklu
komorkowego tuz po replikacji chromosomu bakteryjnego i czeSciowo zazebia sie z jego
segregacja do przeciwlegtych biegunéw komorki. Proces tworzenia przegrody
podziatowej jest mozliwy dzieki obecnosci biatka FtsZ, ktére nalezy do dynamicznych
elementéw cytoszkieletu bakteryjnego i posiada witasciwos$ci samoaktywujacej sie
GTPazy. Biatko FtsZ jest zdolne do tworzenia pierScienia podziatowego,
umiejscawianego w centralnej czesci komorki gotowej do podziatu, dzieki dziataniu
skomplikowanych mechanizméw regulacyjnych (9,10). Polimeryzacja FtsZ to proces
dynamiczny, ktéry mozna odtworzy¢ w warunkach in vitro, dodajac GTP do
oczyszczonego i odpowiednio zbuforowanego biatka. Filamenty FtsZ sa w komorce
taczone w grupy by utworzy¢ strukture podobng do pierscienia, znajdujacego sie tuz pod
btong komérki w jej centralnej czesci (11). Filamenty s3 stabilizowane i
przymocowywane do membrany komoérkowej poprzez biatka kotwiczace i stabilizujgce
- u Escherichia coli (E. coli) FtsA i ZipA. Do powstajacego pierScienia podziatowego
przytacza sie kolejno Kkilkanascie innych biatek tworzac kompleks zdolny do
zsyntetyzowania przegrody poprzecznej, a nastepnie rozdzielenia nowopowstatych
komorek potomnych poprzez hydrolize nadmiaru $ciany komérkowej pomiedzy nimi.
Wspétistnienie dwoéch przeciwstawnych proceséw - syntezy i hydrolizy Sciany
komorkowej, wymaga $cistego skoordynowania tych proceséw, stad biatka wchodzace w
sktad kompleksu podziatowego sg rekrutowane w odpowiedniej kolejnosci. Jakiekolwiek
zaburzenia tego procesu powodujg niezdolno$¢ komoérek bakteryjnych do namnazania
sie, a czesto $mier¢ poprzez lize komorki (12).

U pratkéw z rodzaju Mycobacterium, podobnie jak u innych bakterii z rzedu

Actinomycetales, nie odnajduje sie bezposrednich homologéw wielu biatek
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zaangazowanych w podziat komoérki u prokariotycznych organizméw modelowych jak
E. coli czy Bacillus subtilis. Nie identyfikuje sie chociazby biatek kotwiczacych pierscien
FtsZ w btonie komérkowej i odpowiadajgcych za jego stabilizacje: FtsA i ZipA, czy biatko
ZapA. Nie obserwuje sie rowniez homologéw z uktadu biatek MinCDE odpowiedzialnych
za prawidtowe pozycjonowanie pierscienia FtsZ w centralnej czesSci komorki, czy biatek
destabilizujgcych polimery FtsZ - EzrA czy SulA. Pratki gruZlicy posiadajg alternatywne,
nieobecne u bakterii Gram-ujemnych czy Gram-dodatnich biatka odpowiedzialne za
koordynacje procesu podziatu komorki z replikacja chromosomu i syntezg $ciany
komorkowej przegrody podziatowe;j.

W pracy opublikowanej na tamach Journal of Bacteriology, dzieki zastosowaniu
m.in. techniki bakteryjnego testu dwuhybrydowego (b2h), wykazatem, ze biatko CrgA z
M. tuberculosis ma zdolno$¢ oddziatywania z FtsZ 1 jest elementem kompleksu
podziatowego (z ang. divisome) (13). Odkrycie roli CrgA w komérkach pratkéw byto
tematem mojej rozprawy doktorskiej, do ktorej badania prowadzitem na Uniwersytecie
Teksanskim w Tyler, w USA w grupie prof. Malini Rajagopalan. Z kolei identyfikacji roli
CwsA w komoérkach pratkéw, opisanej w pracy: Plocinski P, Arora N, Sarva K, Blaszczyk
E, Qin H, Das N, Plocinska R, Ziolkiewicz M, Dziadek ]|, Kiran M, Gorla P, Cross TA,
Madiraju M, Rajagopalan M ,Mycobacterium tuberculosis CwsA interacts with CrgA and
Wag31, and the CrgA-CwsA complex is involved in peptidoglycan synthesis and cell shape
determination” na tamach Journal of Bacteriology, dokonatem we wspoétpracy pomiedzy
grupa Prof. Malini Rajagopalan z Uniwersytetu Teksanskiego w Tyler oraz z laboratorium
kierowanym przez Prof. Jarostawa Dziadka w Instytucie Biologii Medycznej PAN w L.odzi.
Poczatkowo zaobserwowatem, ze gen kodujacy biatko CwsA (rv0008c) znajduje sie w
genomie pratkow gruzlicy, w sgsiedztwie genoéw dla innych biatek zaangazowanych w
procesy podziatu komorki i syntezy elementdéw Sciany komoérkowej, wspomnianego
CrgA, kompleksu polimerazy peptydoglikanu: PbpA i RodA oraz kinaz zaangazowanych
w regulacje procesu podziatu komoérki PknA i PknB. Sgsiedztwo w genomie oraz badania
oddziatywan miedzy biatkami z wykorzystaniem technik bZ2h oraz techniki ko-
precypitacji (z ang. pull-down) z uzyciem rekombinowanych, oczyszczonych biatek
pozwolito mi zidentyfikowa¢ oddzialywanie w komoérce pratkéw pomiedzy biatkami
CrgA i CwsA. Dzieki badaniom oddziatywan miedzy biatkami, mate, posiadajgce domene

przezbtonowgq biatko CwsA scharakteryzowatem w kontekscie jego roli w komérkach
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pratkéw, jako sktadnik kompleksu biatkowego zaangazowanego w koordynacje procesu

podziatu komérki i syntezy peptydoglikanu.
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Mycobacterium We recently showed that two small membrane proteins of Mycobacterium tuberculosis, CwsA and
2“;’/\ CrgA, interact with cach other, and that loss of CwsA in M. smegmatis is associated with defects in

the cell division and cell wall synthesis processes. Here we show that CwsA overproduction also
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Przy zastosowaniu b2h wykazatem, iz biatko CwsA ma réwniez zdolno$¢ do
oddziatywania z biatkiem Wag31, stanowigcym rusztowanie dla maszynerii prowadzgcej
synteze peptydoglikanu na biegunach komérki pratkéw. Obydwa biatka wykazywaty
takze zdolno$¢ do lokalizacji na biegunach komérki, a usuniecie z komdrki CwsA
prowadzito do destabilizacji struktur tworzonych przez Wag31.

Kontynuujac badania nad CwsA zaobserwowatem ze nadprodukcja, jak i usuniecie
z komorek pratkéw biatka CwsA, powodowato widoczne pod mikroskopem zaburzenia
w morfologii komorek, ktore czesciej przybieraty ksztatt rozdety, zamiast utrzymywac
ksztalt pateczkowaty. Z drugiej strony, nadprodukcja CwsA w E. coli prowadzita do
catkowitej utraty ksztattu pateczkowatego przez te bakterie, przeksztatcajace sie w
komorki koliste, ktore ostatecznie podlegaty peknieciu i lizie. Obserwacja ta stata sie
podstawa do podjecia badan opisanych w pracy opublikowanej na famach czasopisma
Tuberculosis: Plocinski P, Martinez L, Sarva K, Plocinska R, Madiraju M, Rajagopalan M.
»Mycobacterium tuberculosis CwsA overproduction modulates cell division and cell wall
synthesis”. Co wazne, nadprodukcja CwsA wigzata sie z uwrazliwieniem pratkéw na
dziatanie cefalosporyny IlI generacji - cefsulodyny, mierzac strefe zahamowania wzrostu
bakterii metoda dyfuzyjno-krazkowa. Wedtug danych literaturowych, cefsulodyna
wykazuje najsilniejsze powinowactwo do biatek z grupy Pbp 1A/1B (z ang. Penicillin
binding protein 1A/1B), uczestniczacych w syntezie peptydoglikanu podczas wzrostu
komorki bakteryjnej. Jednocze$nie, wrazliwo$¢ komérek pratkéw na cefaleksyne,
wankomycyne, cefoksytyne, imipenem oraz D-cykloseryne pozostata niezmieniona, co
Swiadczy o specyficznym zahamowaniu jednego konkretnego procesu w komorce,
zwigzanego z aktywnos$cig CwsA. Poniewaz gen kodujacy CwsA znajduje sie w genomie
pratkéw, w sasiedztwie operonu kodujacego PbpA i RodA - biatka tworzace kompleks
biatkowy zaangazowany w synteze peptydoglikanu, jest wysoce prawdopodobne, ze
biatka te wraz z CwsA i Wag31 biorg udziat w tym samym procesie w komorce. Wzajemne
zaleznoSci miedzy systemem syntezy peptydoglikanu S$ciany komorkowej
Mycobacterium zwigzanym z wydtuzaniem komorki pratkéw a synteza przegrody

podziatowej ilustruje Rycina 1.
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Rycina 1. Rola CwsA w regulacji procesu syntezy peptydoglikanu $ciany komdérkowej
pratkow gruzlicy. Rozwiniecie skrotéw: z ang. CwsA - cell wall synthesis protein A, Pbp -
penicillin binding protein, fts - filamenting temperature-sensitive proteins, crgA -

coordinating reproductive growth protein A

1. Odkrycie i scharakteryzowanie biatka Rv0008c, odtad opisywanego jako CwsA (z ang.
cell wall synthesis protein A) jako biatka zwigzanego z synteza Sciany komoérkowej

pratkéw gruzlicy

2. Wykazanie oddziatywan biatka CwsA z biatkiem strukturalnym Wag31 i wykazanie
bezposredniego wptywu CwsA na kompleks polimerazy peptydoglikanu

3. Wykazanie zmian w profilu antybiotykoopornos$ci pratkéw gruzlicy w przypadku
zaburzen wewngtrzkomdrkowego poziomu biatka CwsA, z widocznym uwrazliwieniem

pratkéw na cefsulodyne przy nadprodukcji CwsA.
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Bakteryjne biatka zaangazowane w procesy podziatu komoérki oraz syntezy Sciany

komoérkowej s3 upatrywane jako dobre cele terapeutyczne. Petne zrozumienie
mechanizméw zwigzanych z regulacja procesu podziatu komérki i syntezy $ciany
komorkowej moze pozwoli¢ na zaprojektowanie strategii do skutecznego leczenia
infekcji wywotanych przez pratki. Niedawno opisana substancja chemiczna o
skutecznym dziataniu przeciwprgtkowym APYS1 jest podejrzewana o zaburzenie
oddziatywan miedzy Wag31 a CwsA, jako mechanizm prowadzacy do silnych zmian
morfologicznych dotyczacych bieguna wzrostu komérki pratkéw co ostatecznie
prowadzi do lizy komoérek (14). Obserwowane tu zmiany fenotypowe sg bardzo podobne

do tych obserwowanych przy nadprodukcji CwsA.

Cel badan podstawowych:
Okreslenie funkcji komoérkowych wybranych komplekséw biatkowych bioracych udziat
w metabolizmie kwaséw nukleinowych, w kontekscie syntezy i degradacji RNA oraz

naprawy uszkodzen DNA u pratkéw gruZlicy.

Zagadnienie praktyczne:
Elementy metabolizmu kwaséw nukleinowych pratkéw gruzlicy jako cele molekularne

dla lekéw przeciwbakteryjnych.

Mykobakterie, tak jak inne organizmy, aby przezy¢ musza powiela¢ swoj materiat
genetyczny w procesie replikacji DNA, przepisywa¢ swoj materiat genetyczny z DNA do
RNA, w procesie transkrypcji, a potem z RNA do biatek, podczas translacji. Podstawowe
zasady przebiegu tych mechanizmoéw sa takie same u wszystkich zywych organizméw
komoérkowych. Na poziomie molekularnym, mozna jednak znaleZz¢ znaczace réznice
miedzy np. bakteriami i komérkami eukariotycznymi, co daje szanse na zastosowanie
chemioterapeutykéw blokujacych te kluczowe dla przezycia procesy specyficznie tylko
u bakterii, nie wptywajac w istotny sposéb na komorki naszego organizmu. Obecnie
stosuje sie np. ré6znorodne antybiotyki wptywajgce na proces translacji RNA do biatek u

bakterii, dajac szanse na opanowanie infekcji i1 eradykacje drobnoustrojow
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powodujacych chorobe. Podczas cyklu zyciowego, kazda komdrka bakteryjna musi
wyprodukowac¢ i przetworzy¢ ogromne iloSci czgsteczek RNA. Za synteze RNA w
komoérce odpowiada DNA-zalezna polimeraza RNA, stanowigca wielosktadnikowy
kompleks biatkowy, majgcy zdolnos$¢ do wigzania DNA. Ryfampicyna, lek nalezacy do
pierwszej linii leczenia w przypadku zakazen pratkami gruzlicy i pratkami tradu, ma
zdolno$¢ do wybiorczego blokowania podjednostki beta polimerazy RNA pratkow -
biatka RpoB. Mutacje w obrebie genu kodujacego RpoB sg odpowiedzialne za nabywanie
przez pratki opornosci na ryfampicyne. Badania naukowe tak nad metabolizmem RNA,
jak i mechanizmami nabywania lekoopornosci, s3 wazne z punktu widzenia leczenia

gruzlicy na Swiecie.

W pracy z 2014 roku Ptocinski P, Laubitz D, Cysewski D, Stodus K, Kowalska K,
Dziembowski A. ,Identification of protein partners in mycobacteria using a single-step
affinity purification method” z PloS One, bedacej cze$cig osiggniecia naukowego zostata
zoptymalizowana metoda identyfikacji oddziatywan miedzy biatkami poprzez
oczyszczanie kompleksdw biatkowych z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa
sprzezonej ze spektrometrig mas. Badania prowadzitem podczas mojego zatrudnienia w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN, w grupie Prof. Dziembowskiego, w ramach
wspotpracy wieloosrodkowej w projekcie ,SystemTB” FP7-Health, ufundowanym przez

komisje europejska.
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Abstract

Tuberculosis is a leading cause of death in developing countries. Efforts are being made to both prevent its spread and
improve curability rates. Understanding the biology of the bacteria causing the disease, Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), is thus vital. We have implemented improved screening methods for protein-protein interactions based on
affinity purification followed by high-resolution mass spectrometry. This method can be efficiently applied to both medium-
and high-throughput studies aiming to characterize protein-protein interaction networks of tubercle bacilli. Of the 4 tested
epitopes FLAG, enhanced green fluorescent protein (eGFP), protein A and haemagglutinin, the eGFP tag was found to be
most useful on account of its easily monitored expression and its ability to function as a simultaneous tool for subcellular
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Jednym z analizowanych w pracy komplekséw biatkowych byt kompleks DNA-
zaleznej polimerazy RNA. Metode optymalizowano na modelu Mycobacterium smegmatis
(obecnie przemianowanej na Mycolicibacterium smegmatis), bakterii saprofitycznej,
spokrewnionej z pratkiem gruzlicy, uzywanej czesto jako model do badania wybranych
procesé6w komérkowych u pratkéw; oraz na modelu M. bovis BCG, laboratoryjnym
szczepie pratkdw gruzlicy bydlecej. Przetestowano cztery rézne znaczniki dotagczane do
analizowanych biatek jako biatka fuzyjne, umozliwiajgce dalsze oczyszczanie
kompleksow biatkowych na ztozach optaszczonych specyficznymi przeciwciatami
skierowanymi przeciwko epitopom biatek znacznikéw. Sposréd zastosowanych
znacznikow: FLAG, eGFP (z ang. enhanced Green Fluorescent Protein, biatko zielonej
fluorescensji), hemaglutyniny oraz biatka A, eGFP zostato wybrane jako optymalny
znacznik, ktéry umozliwiat izolacje znaczacych ilosci kompleksow biatkowych, przy
niskim poziomie zanieczyszczen i niskim koszcie przygotowania ztoza do chromatografii
powinowactwa. Jako biatko - przynete, do oczyszczenia kompleksu polimerazy RNA,
wykorzystano biatko RpoA. Ze wzgledu na fakt, iz fuzja z duzych rozmiaréw znacznikiem
-biatkiem eGFP, mogtaby zaburzy¢ fatdowanie lub funkcjonalno$¢ RpoA, sprawdzono
jego lokalizacje w komorce. Zgodnie z naturalng zdolnoscia do wigzania DNA, ko-
lokalizowato ono do chromosomu bakteryjnego. W zwigzku z tym wykorzystanie
znacznika eGFP nie tylko pozwalato na efektywne oczyszczanie komplekséw biatkowych
z komorek pratkéw, ale takze do jednoczesnej wizualizacji ich lokalizacji wewnatrz
komorek. Zastosowana metoda pozwolita na oczyszczenie istotnych ilosci kompleksu
DNA-zaleznej polimerazy RNA i charakterystyke oddziatywan miedzy poszczego6lnymi
ptaszczyznami biatek kompleksu dzieki zastosowaniu zwigzkéw sieciujgcych i
mapowania sieciowan na podstawie wynikow spektrometrii mas.

Czas poéttrwania czasteczek RNA jest bardzo krétki - Srednio kilka sekund, i
wszystkie uszkodzone, btednie zsyntetyzowane lub niepotrzebne czgsteczki RNA musza
zostac usuniete z komorki aby umozliwic jej wzrost i zapewni¢ zywotno$¢ (15). Za proces
oczyszczania komoérek z niechcianego lub niepotrzebnego RNA jest odpowiedzialny
kompleks degradosomu RNA. Kompleks degradosomu bierze udzial réwniez w
dojrzewaniu czasteczek RNA, regulacji przydatnosci mRNA do translacji, regulacji
poziomu transkryptow przez mate niekodujagce RNA, antysensowne RNA oraz
aktywacje/inaktywacje ryboprzetacznikéw czy antyterminatoréw transkrypcji.

Uposledzenie proces6w dojrzewania i niszczenia RNA moze mie¢ powazne
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konsekwencje dla przezycia komorki i zablokowanie tych proceséw czesto prowadzi do
ich $mierci. Eliminacja i recykling sktadnikow budulcowych RNA jest rowniez kluczowy
dla proceséw adaptacyjnych, kiedy to globalne zmiany w profilach RNA sg konieczne dla
nabycia nowych witasciwosci czy funkcji przez komorki bakteryjne. Mechanizmy
adaptacji sg uwazane za jeden z gtdwnych srodkéw umozliwiajacych przejscie pratkéw
gruzlicy w stan zycia utajonego podczas uspionej formy zakazenia, oraz reaktywacji do
formy aktywnie namnazajgcej sie przy wystgpieniu aktywnej postaci gruzlicy.

W ostatnim czasie, zostata opublikowana praca opisujgca identyfikacje zwigzku
niskoczasteczkowego, blokujacego aktywnos$¢ jednej z dwoch kluczowych rybonukleaz
pratkow - RNazy E. Co wazniejsze, druga niezbedna rybonukleaza zaangazowana w
degradacje RNA u mykobakterii - biatko PNP (z ang. polynucleotide phosphorylase),
zostala niedawno opisana jako cel molekularny dla kwasu pirazynowego, aktywnego
metabolitu pirazynamidu. Zostaty jednoczes$nie scharakteryzowane mutacje w obrebie
genu kodujacego biatko PNP, odpowiedzialne za nabywanie przez pratki opornosci na
pirazynamid (16). Wykorzystujac opisang wcze$niej metodologie oczyszczania
kompleksow biatkowych z wykorzystaniem chromatografii powinowactwa sprzezonej
ze spektrometrig mas, w pracy z 2019 roku: Ptocinski P, Macios M, Houghton |, Niemiec
E, Ptocinska R, Brzostek A, Stomka M, Dziadek ], Young D, Dziembowski A. ,Proteomic and
transcriptomic experiments reveal an essential role of RNA degradosome complexes in
shaping the transcriptome of Mycobacterium tuberculosis”, opublikowanej na tamach
prestizowego pisma Nucleic Acids Research, kierowatem identyfikacja kompleksu

degradosomu RNA u pratkéw gruzlicy.
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W badaniach, wraz z zespotem ustaliliSmy sktad rdzenia degradosomu u
M. tuberculosis, ktory tworzg dwie nukleazy majace zdolnos$¢ do specyficznego ciecia
czasteczek RNA: RNaza E i PNP; oraz enzym umozliwiajacy rozplatanie RNA - helikaza
RhIE. Ponadto, w sktad kompleksu degradosomu RNA wchodzita kolejna rybonukleaza -
RNaza ] oraz dwa biatka opiekunicze CspA, CspB, wptywajace na fatdowanie struktur
tworzonych przez czasteczki RNA. Oprocz pokazania po raz pierwszy sktadu kompleksu
biatkowego degradosomu RNA, na potrzeby wspomnianej pracy opracowaliSmy
nowatorska metode analizy kompleksow biatko — RNA. Poniewaz mRNA mykobakterii
tylko w nieznacznym stopniu ulega poliadenylacji, dostepne metody uzyteczne dla
globalnych analizy biatek wigzacych RNA, oparte o chromatografie powinowactwa
poliadenylowanego RNA do zt6Z optaszczonych oligo-poly-dT, sg w przypadku pratkéw
gruzlicy mato pomocne. Jako alternatywe, wykorzystaliSmy zdolnos$¢ pratkéow do
inkorporacji do RNA foto-aktywowanego analogu rybonukleotydu - 4-tio-urydyny.
Nukleotyd ten byt transportowany do wnetrza komorki pratkéw M. bovis i
wbudowywany do RNA przez DNA-zalezng polimeraze RNA. Po naswietleniu komoérek
Swiattem UV o dtugosci fali 365nm, powodujgcej foto-wzbudzenie tio-urydyny,
powstawaty wigzania kowalencyjne miedzy czgsteczkami RNA a wigzgcymi je biatkami.
Nastepnie kompleksy RNA-biatko byty oczyszczane przy uzyciu chromatografii

powinowactwa na kolumnie jonowymiennej, a odzyskiwane z nich biatka byty trawione



Dr Przemystaw Ptocinski Zatqcznik nr. 2 - Autoreferat

trypsyna i analizowane z wykorzystaniem spektrometru mas. Co istotne, w wyniku takich
eksperymentéw pokazaliSmy, Ze sktadniki degradosomu RNA, RNaza E, RNaza |, PNP i
RhIE oddziatujg z RNA w komoérkach in vivo, gdyz spektra masowe byty zdominowane
przez peptydy mapowane do tych biatek. Ponadto, w przytoczonej pracy, przy
zastosowaniu technik masowego sekwencjonowania RNA-Seq, z wykorzystaniem
technologii [llumina, wskazatem pule czasteczek RNA w komérce, ktérych poziom ulega
zmianie w przypadku zaburzenia iloSci sktadnikéw degradosomu, w szczepach z
warunkowg produkcjg RNazy E lub PNP, regulowanych przez mykobakteryjny system
Cas9/CRISPR. Wiekszo$¢ opisanych tu prac eksperymentalnych byta przeze mnie
prowadzona w trzech wspotpracujacych osrodkach: 1) w Instytucie Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk, w Warszawie, 2) w Narodowym Instytucie Badan Medycznych
w Londynie, w Wielkiej Brytanii i 3) w Instytucie Biologii Medycznej PAN w t.odzi.
Wykorzystanie unikalnej infrastruktury i wiedzy eksperckiej dostepnej w
poszczegblnych zespotach umozliwito udokumentowanie sktadu i funkcji w komérce
kompleksu degradosomu RNA pratkéw gruZlicy. Jest to niezwykle wazne w kontekscie
wykorzystania elementéw tworzacych degradosom RNA dla planowania przyszitych
strategii przeciwpratkowych, oraz zrozumienia aktywnoS$ci przeciwpratkowe;j
pirazynamidu, leku pierwszej linii leczenia stosowanego w leczeniu gruZlicy.

Analiza  komplekséw  biatkowych z  wykorzystaniem chromatografii
powinowactwa sprzezonej ze spektrometrig mas, okazata sie niezwykle pomocna
réwniez w przypadku badania proceséw napraw uszkodzen DNA. Procesy te sg w
bezposSredni sposéb powigzane z mechanizmami odpowiedzialnymi za zmienno$¢
genetyczng, mutageneze i nabywanie lekoopornosci przez bakterie. W przytoczonej
wczes$niej pracy w Plos One z 2014 roku, wykorzystaliSmy elementy systemu napraw
DNA poprzez wycinanie uszkodzonych nukleotydéw (z ang. NER, nucleotide excision
repair), do $Sledzenia procesu napraw uszkodzen DNA w czasie rzeczywistym. Uzywajac
biatka UvrA w fuzji z eGFP jako przynety, nadprodukowanego w komorkach pratkéw
M. bovis, potwierdzitem, ze w warunkach normalnego wzrostu tworzy ono kompleks z
biatkiem UvrB, powszechnie opisywany jako kompleks skanujgcy integralno$¢ DNA. Po
indukcji uszkodzen DNA, przy zastosowaniu ekspozycji pratkéw na Swiatto UV o dtugosci
fali 254nm, juz w 5 minut po indukcji uszkodzenia obserwowano dysocjacje kompleksu
skanujgcego, a jego odtworzenie nastepowato pomiedzy 15 a 30 minut od indukcji

uszkodzenia. Zastosowana technika pozwolita na $ledzenie dynamicznych zmian sktadu
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kompleksow biatkowych w trakcie spetniania przez nie ich fizjologicznych funkcji w
procesach biologicznych w czasie rzeczywistym.

Opisywana tu technika badania oddziatywan miedzy biatkami okazata sie réwniez
niezwykle cenna dla okreslenia funkcji biatek z operonu LigC - Prim-PolC w procesach
napraw DNA w komoérkach pratkéw w pracy Ptocinski P, Brissett NC, Bianchi ], Brzostek
A, Korycka-Machata M, Dziembowski A, Dziadek |, Doherty AJ, ,DNA Ligase C and Prim-
PolC participate in base excision repair in mycobacteria”. Na tamach prestizowego
czasopisma Nature Communications po raz pierwszy udokumentowaliSmy
zaangazowanie ATP-zaleznej ligazy DNA - LigC i zwigzanej z nig genetycznie
prymazy/polimerazy z rodziny enzymoéw AEP (z ang. archaeo-eukaryotic
primase/polymerase) w szlaki napraw wycinania uszkodzonych zasad azotowych - BER

(z ang. base excision repair).
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Prokaryotic Ligase D is a conserved DNA repair apparatus processing DNA double-strand
breaks in stationary phase. An orthologous Ligase C (LigC) complex also co-exists in many

W przytoczonej pracy zidentyfikowano oddzialywania miedzy ligazg LigC a Prim-
PolC oraz elementami systemu BER - endonukleaza IV, dwoma paralogami egzonukleazy
[II (Exolll oraz XthA) oraz glikozylazami FPG i MPG. W badaniach okres$lono réwniez
specyficzno$¢ substratowg Prim-PolC i LigC przy zastosowaniu testéw retardacji DNA w
zelu poliakrylamidowym (technika EMSA), oraz w testach aktywnos$ci -odpowiednio

wydtuzania i ligacji DNA z wykorzystaniem jako substratéw krétkich dwuniciowych
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fragmentéw oligonukleotydowych imitujgcych produkty posrednie napraw BER. Do
badan oczyScitem szereg biatek w postaci rekombinowanej, co pozwolito na odtworzenie
petnego szlaku napraw uszkodzen w warunkach in vitro. Substraty oligonukleotydowe
zawierajace w centralnej czesci produkt oksydacyjnego uszkodzenia guaniny - 8-oksy-
guanine byty inkubowane w obecnosci glikozylazy FPG, a nastepnie endonukleazy IV
(wzglednie egzonukleazy III) oraz Prim-PolC i LigC. W wyniku dziatania
rekombinowanych enzyméw nastepowata catkowita naprawa uszkodzenia z wycieciem
uszkodzonego nukleotydu, defosforylacjg konica 3’ uszkodzenia, wypetnieniem go przez
aktywnos$¢ polimerazowa Prim-PolC oraz ligacja i odtworzenie ciggtosci nici
naprawianego DNA. Dla pelniejszej charakterystyki badanego szlaku napraw DNA,
podjatem prébe krystalizacji biatka Prim-PolC. Rekombinowane biatko Prim-PolC
oczyScitem metodami chromatografii powinowactwa, poczatkowo na ztozu niklowym
wigzacym ogon poli-histydynowy rekombinowanego Prim-PolC, nastepnie na kolumnie
jonowymiennej, a docelowo na kolumnie filtracji zelowej. Wysoce oczyszczone biatko
miato zdolno$¢ do tworzenia krysztatdbw w kilku warunkach sposréd Kkilkuset
przetestowanych, w tym w jednym przypadku w warunkach stosowanych do ko-
krystalizacji kwaséw nukleinowych z biatkami. Ostatecznie uzyskaliSmy krysztaty o
dobrych parametrach rozpraszania i rozwigzaliSmy strukture Kkrystaliczng zaréwno
apoenzymu Prim-PolC jak i biatka w kompleksie z DNA, co jest niezwykle wazne dla
petnego zrozumienia jego funkcji w komérce. Badania strukturalne sg nieocenione przy
planowaniu swoistych inhibitoréw dla enzyméw, np. takich, ktére mogtyby skutecznie
blokowac aktywno$¢ mykobakteryjnych enzymoéw z rodziny AEP. M. tuberculosis koduje
informacje genetyczng dla czterech takich enzymoéw, dodatkowo wprowadzajgcych
mutacje genetyczne do genomu z wysoka czestoscig a wiec wptywajacych na zmienno$¢
genetyczng populacji pragtkow i na tempo nabywania oporno$ci na antybiotyki.
Przedstawione w ramach osiggniecia naukowego prace wnoszg istotng wiedze na
temat kilku kluczowych dla przetrwania i namnazania sie patogenu - pratka gruzlicy -

kompleksow biatkowych, oraz oddziatywan biatko - kwasy nukleinowe.

1. Odkrycie i scharakteryzowanie kompleksu biatek degradosomu RNA, niezbednego dla

prawidtowego metabolizmu RNA w komoérkach pratkow,
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2. Wskazanie puli transkryptéw w komérkach pratkéw o zmienionym poziomie ekspresji

przy zaburzeniu ilo$ci niezbednych biatek degradosomu RNA,

3. Odkrycie i opisanie roli biatek LigC i Prim-PolC w procesie naprawy DNA pratkow
kwasoodpornych, jako nowego odgatezienia szlaku napraw DNA poprzez wycinanie

uszkodzonych zasad azotowych,

4. Rozwigzanie struktury krystalicznej biatka Prim-PolC jako apoenzymu i w kompleksie

z DNA.

Biatka PNP i RNaza E sg bezwzglednie niezbedne dla przezycia komoérek pratkow i sg
uwazane jako dobre cele terapeutyczne dla planowania przysztych terapii
przeciwpratkowych. Opisane tu badania przyczyniajg sie do zrozumienia ich funkcji w
komorkach pratkéw ale takze do doktadniejszego zrozumienia mechanizmu dziatania
leku przeciwpratkowego pierwszej linii leczenia - pirazynamidu, dla ktérego celem
molekularnym w komorce mykobakterii jest biatko PNP. Wyniki przedstawionych prac
dostarczajag takze nowatorskich metodologii przydatnych przy charakteryzowaniu
oddziatywan biatko-biatko jak réwniez biatko-RNA, ktére moga by¢ zastosowane w
pracach nie tylko na pratkach gruzlicy, ale tez innych organizmach. Prace nad biatkiem
Prim-PolC moga umozliwi¢ planowanie podej$¢ terapeutycznych majgcych na celu
zablokowanie aktywnoS$ci prymaz/polimeraz z grupy AEP u pratkéw, jako nowatorskich

terapii przeciwgruzliczych.

1. 2015/19/D/NZ1/02842, SONATA 10, ,Udziat biatek rdzenia degradosomu RNA w
regulacji metabolizmu pratkéow gruzlicy” na kwote 672 300 zt, finansowany przez
Narodowe Centrum Nauki, realizowany w Instytucie Biologii Medycznej PAN w latach
2016 a 2019, jako kierownik projektu, projekt zakonczony.

2.1073/M0OB/2013/0 ,Rola bakteryjnych prymaz typu AEP oraz ligaz DNA w naprawie
DNA u pratkéw z rodzaju Mycobacterium”, jako kierownik projektu, Mobilnos¢ Plus III,

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, projekt zakonczony
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Wszystkie przestawione w ramach osiggniecia naukowego publikacje etapu

pierwszego i etapu drugiego ukazujg eksperymenty, ktére przyczynity sie w sposéb
znaczacy do wyjasnienia roli badanych sktadnikéw komplekséw biatkowych i
komplekséw biatko-kwas nukleinowy w fizjologii mykobakterii. W prezentowanych
pracach zwrdécono szczeg6lng uwage na rozwoéj metodologii badawczych pomocnych
przy ewaluacji uzyteczno$ci badanych biatek jako celéw molekularnych dla planowania
nowatorskich terapii przeciwpratkowych. Prezentowane prace pomagajag réwniez
zrozumie¢ nature i Zrédta mechanizméw bioracych udziat w adaptacji bakterii do
zmieniajgcych sie warunkéw Srodowiska wzrostu i bytowania, w tym nabywania
opornosci na antybiotyki. W dalszej perspektywie, prowadzone badania pomoga w
zaplanowaniu nowoczesnych podej$¢ terapeutycznych, lub pomoga wyjasnic
mechanizmy  dzialania obecnie uzywanych lub testowanych substancji
przeciwpratkowych, dla ograniczenia nosicielstwa Mycobacterium tuberculosis u

milionéw ludzi na Swiecie.
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Przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace magisterska pt: ,Wptyw prolaktyny na replikacje Toxoplasma gondii in
vitro.”, wykonatem pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Henryki Dtugonskiej, w Zaktadzie
Immunoparazytologii, przy Katedrze Immunologii i Biologii Infekcyjnej, na Wydziale
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Lédzkiego. W ramach pracy magisterskiej
zajmowatem sie badaniem wptywu ludzkich hormonéw steroidowych i niesteroidowych
na tempo i dynamike namnazania sie parazyta Toxoplasma gondii w warunkach hodowli
in vitro. Wykazatem udziat hormonéw piciowych cztowieka w modulacji odpowiedzi
immunologicznej cztowieka na zarazenia T. gondii [Ptocinski et al. 2007; Dzitko et al.
2010]. Podczas studiéw, we wtasnym zakresie zorganizowatem praktyki w Instytucie
Roberta Kocha w Niemczech, w ramach stypendium IAESTE, gdzie bytem zaangazowany

w badania epidemiologiczne patogenow jelitowych cztowieka. Badania prowadzone w
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ramach pracy magisterskiej zaowocowaty powstaniem jednej publikacji naukowej oraz
jednej pracy przegladowe;j.
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Parazytologiczne. 2007; 53(4):263-70. Artykut przegladowy w jezyku polskim.
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wystagpienie ustne. *- osoba prezentujgca wyniki badan

Podczas pracy doktorskiej zmienitem model badawczy na pratki gruzlicy.
Pozwolito mi to jednak wykorzysta¢ w duzej cze$ci wiedze dotyczaca Toxoplasma gondii,
jako, podobnie jak M. tuberculosis, wewngatrzkomérkowego patogenu zakazajacego
olbrzymia czes$¢ populacji ludzi na $wiecie. Oba patogeny, mimo oczywistych réznic
wynikajacych z ich przynaleznosci do r6znych domen $wiata ozywionego, wzbudzajg na
przyktad podobny rodzaj odpowiedzi odpornosciowej u cztowieka. Prace z pratkami
gruzlicy rozpoczatem w 2007 roku, od realizacji pracy doktorskiej w Centrum Nauk o
Zdrowiu, przy szpitalu uniwersyteckim na Uniwersytecie Teksanskim w Tyler, w USA.
Rozprawa zatytutowana ,Charakterystyka biatka CrgA zaangazowanego w synteze
Sciany komorkowej w procesie podziatu komoérki Mycobacterium tuberculosis” dotyczyta
analizy udziatu biatka CrgA w proces podziatéw komoérkowych i cykl komérkowy
mykobakterii. W ramach badan do rozprawy doktorskiej przygotowatem szczep mutant
M. tuberculosis pozbawiony badanego genu, ktéry zostal poddany analizom
fenotypowym z okreSleniem jego przezywalnosci w podtozach mikrobiologicznych,
wrazliwosci na antybiotyki i zdolnosci do infekcji linii komérkowej THP1 cztowieka -
pochodzenia  monocytarno-makrofagowego. Z  wykorzystaniem  mikroskopii

fluorescencyjnej uwidocznitem lokalizacje biatka CrgA w fuzji z eGFP, w komoérkach
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pratkéw, ktére umiejscawiato sie w centralnej czeSci komorki, w okolicy pierscienia
podziatowego. Wykazatem takze bezposrednie oddziatywanie pomiedzy biatkiem
pierscienia podziatowego FtsZ a CrgA. Praca badawcza zakonczyta sie opublikowaniem
wynikéw doktoratu na tamach Journal of Bacteriology [Plocinski et al. 2011]. Réwnolegle
do prac nad funkcjg CrgA w komdrkach pratkéw uczestniczytem nad badaniami nad rolg
proteazy ClpX w regulacji procesu podziatu komérkowego i jego oddziatywan z biatkiem
FtsZ [Dziedzic et al. 2010]. Uczestniczytem takze w badaniach nad dwusktadnikowymi
systemami przekazywania sygnatu u pratkdw, zwigzanymi z mechanizmami
lekoopornosci naturalnej a prace te byty kontynuowane po zakoniczeniu badan do pracy
doktorskiej. Prace doktorska obronitem w pazdzierniku 2011 roku, w Instytucie Biologii
Medycznej PAN w t.odzi, z wyrdznieniem i nagroda Rady Naukowej Instytutu.
Manoskrypty:
1. Dziedzic R, Kiran M, Plocinski P, Ziolkiewicz M, Brzostek A, Moomey M, Vadrevu IS,
Dziadek ], Madiraju M, Rajagopalan M. Mycobacterium tuberculosis ClpX interacts with
FtsZ and interferes with FtsZ assembly. PLoS One. 2010 Jul 6;5(7):e11058. doi:
10.1371/journal.pone.0011058.

2. Plocinski P, Ziolkiewicz M, Kiran M, Vadrevu SI, Nguyen HB, Hugonnet ], Veckerle C,
Arthur M, Dziadek ], Cross TA, Madiraju M, Rajagopalan M. Characterization of CrgA, a
new partner of the Mycobacterium tuberculosis peptidoglycan polymerization complexes.

] Bacteriol. 2011 Jul;193(13):3246-56. doi: 10.1128/]B.00188-11. Epub 2011 Apr 29.

1. Dziedzic R., Kiran M., Plocinski P., Madiraju M.V.M., Rajagopalan M. ,Regulation of cell
division in Mycobacterium tuberculosis”. MICROBIOT 2008 The 1st Workshop on

Microbiology in Health and Environmental Protection, wrzesien 2008, £.6dz, plakat.

2. Dziedzic R, Kiran M., Plocinski P., Brzostek A., Guzek M., Dziadek |., Madiraju M.V.M,,
Rajagopalan M. ,FtsZ - ClpX interaction and its role in the cell division process in
Mycobacterium tuberculosis”. Texas Tuberculosis Researcher Symposium, luty 2009,

Houston, USA, plakat,
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3. Dziedzic R., Kiran M., Plocinski P., Ziétkiewicz M., Brzostek A., Moomey M., Vadrevu I.,
Dziadek J., Madiraju M.V.M., Rajagopalan M. ,Mycobacterium tuberculosis ClpX interacts
with FtsZ and interfers with FtsZ assembly” 110th General meeting of American Society

for Microbiology, maj 2010, San Diego, USA, plakat,

4. Plocinski P., Kiran M., Nguyen H., Dziedzic R., Cross T., Ziétkiewicz M., Brzostek A.,
Dziadek J., Madiraju M.V.M., Rajagopalan M. ,Mycobacterium tuberculosis protein
Rv0011c: Interaction with FtsZ and role in cell division” 110th General meeting of

American Society for Microbiology, maj 2010, San Diego, USA, plakat,

1. ZPORR, Dziatanie 2.6: Stypendia wspierajace innowacyjne badania naukowe
doktorantow ,Badania nad regulacja podziatu komorkowego u Mycobacterium
tuberculosis” Katedra Immunologii i Biologii Infekcyjnej, Uniwersytet t.odzki, 2009,

kierownik projektu, projekt zakoniczony w 2009.

2. Projekty finansowane przez amerykanskie Ministerstwo Zdrowia i Pomocy
Humanitarnej w ramach NIH (National Institutes of Health): ,Mycobacterium tuberculosis
cell division and proliferation”, grant nr: R01-A148417; oraz ,Mycobacterium tuberculosis
replication and proliferation”, grant nr: R01-Al084734, University of Texas, Health
Science Center w Tyler, USA, lata 2007-2010, jako wykonawca, projekt zakonczony.

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po powrocie ze Standéw Zjednoczonych dotaczytem do grupy prof. dr hab.
Andrzeja Dziembowskiego w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. W
ramach miedzynarodowego przedsiewziecia - SystemTB, gdzie analizowatem
kompleksy biatkowe uczestniczagce w kluczowych procesach zyciowych pratkow
gruzlicy, w celu wyznaczenia nowych, molekularnych tarcz terapeutycznych do walki z
ta choroba [Plocinski et al. 2014; Machova et al. 2014]. Prace nad charakterystyka
kompleksow biatkowych pratkéw kontynuowatem podczas stazy podoktorskich w
Instytucie Francisa Cricka, w Londynie (na zaproszenie Prof. Douglasa Younga) oraz

Centrum Badania Stabilno$ci i Uszkodzen Genomu Uniwersytetu w Sussex, w Brighton
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(w ramach projektu Mobilno$¢ Plus, finansowanego przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego), w Wielkiej Brytanii. Projekty realizowane przeze mnie dotyczyty
gtownie mechanizméw degradacji RNA oraz napraw DNA u bakterii i organizméw
wyzszych, wliczajgc cztowieka. Bylem odpowiedzialny miedzy innymi za ustalenie
partneréw oddziatywan karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej w komérkach
pratkéw gruzlicy i analize danych proteomicznych przy badaniu oddziatywan ludzkiej
interleukiny 8 =z biatkami powierzchniowymi pratkéw. Udziat w projektach
miedzynarodowych zaowocowat powstaniem publikacji naukowych w renomowanych
czasopismach o zasiegu ogélnoswiatowym [Machova et al. 2014, Bartlett et al. 2016,
Dziadek et al. 2016], wilaczajac prace w prestizowym czasopiSmie Nature
Communications dotyczaca odkrycia mykobakteryjnego systemu napraw zZle
sparowanych nukleotydéw DNA przy udziale biatka NucS. Praca ta opisywata po raz
pierwszy u bakterii z rodzaju Actinobacteriaceae istnienie systemu naprawy DNA, ktory
do tej pory byt uznawany za catkowicie nieobecny w tej grupie bakterii [Castaneda-
Garcia et al. 2017].

Mamoskoypte
1. Machova [, SnaSel ], Zimmermann M, Laubitz D, Plocinski P, Oehlmann W, Singh M,
Dostal ], Sauer U, Pichova I. Mycobacterium tuberculosis phosphoenolpyruvate
carboxykinase is regulated by redox mechanisms and interaction with thioredoxin. ] Biol
Chem. 2014 May 9;289(19):13066-78. doi: 10.1074/jbc.M113.536748. Epub 2014 Mar
21.

2. Bartlett EJ, Brissett NC, Plocinski P, Carlberg T, Doherty AJ]. Molecular basis for DNA
strand displacement by NHE] repair polymerases. Nucleic Acids Res. 2016 Mar
18;44(5):2173-86. doi: 10.1093 /nar/gkv965. Epub 2015 Sep 23.

3. Dziadek B, Brzostek A, Grzybowski M, Fol M, Krupa A, Kryczka ], Plocinski P,
Kurdowska A, Dziadek ]. Mycobacterium tuberculosis AtsG (Rv0296c), GImU (Rv1018c)
and SahH (Rv3248c) Proteins Function as the Human IL-8-Binding Effectors and
Contribute to Pathogen Entry into Human Neutrophils. PLoS One. 2016 Feb
1;11(2):e0148030. doi: 10.1371/journal.pone.0148030. eCollection 2016.
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4. Castafieda-Garcia A, Prieto Al, Rodriguez-Beltran ], Alonso N, Cantillon D, Costas C,
Pérez-Lago L, Zegeye ED, Herranz M, Plocinski P, Tonjum T, Garcia de Viedma D, Paget M,
Waddell S], Rojas AM, Doherty AJ, Blazquez J. A non-canonical mismatch repair pathway
in prokaryotes. Nat Commun. 2017 Jan 27;8:14246. doi: 10.1038/ncomms14246.

1. Plocinski P., Laubitz D., Cichocki B., Cysewski D., Malinowska A., Dziembowski A.

,2High-throughput Analysis of Mycobacterial Interactome”. EMBO conference
TUBERCULOSIS 2012, wrzesien 2012, Paryz, Francja, plakat,

2. Plocinski P, Macios M, Niemiec E, Houghton ], Young D, Dziembowski A. ,Degradosome

as one of the major RNA processing complexes in Mycobacteria”, lipiec 2014 - wyktad na
zaproszenie podczas 60-tej rocznicy utworzenia towarzystwa naukowego Acid Fast Club,

Instytut Roberta Kocha, w Berlinie, w Niemczech,

3. Plocinski P. ,Degradosome as one of the major RNA processing complexes in
Mycobacteria”, 2015 - wyktad na zaproszenie podczas serii wyktadow “Work in

Progress”, School of Life Sciences, Uniwersytet w Sussex, Brighton, Wielka Brytania,

4. Plocinski P, Brissett N, Korycka-Machata M, Brzostek A, Dziembowski A, Dziadek J,
Doherty A. ,Prim2 and LigC are involved in stationary-phase base excision repair in
mycobacteria”, 2015, Annual Life Sciences Retreat 2015, w Brighton, w Wielkiej Brytanii,
plakat, wyrdzniony nagroda za najlepszy plakat wsréd naukowcéw na stanowisku post-

doc.

5. Plocinski P. ,DNA repair systems of tubercle bacilli - new perspective”. wrzesien 2016

- wyktad na zaproszenie podczas V Kongresu Genetyki w t.odzi

6. Plocinski P. ,Degradosome as one of the major RNA processing complexes in

Mycobacteria”, Konferencja Mikrobiot 2017, £.6dZ, wystgpienie ustne

7. Brzostek A., Plocinski P., Dziadek ]. ,DNA repair in the pathogenicity of tubercle

bacilli”. wrzesien 2017, 7th International Weigl Conference, Lwéw, Ukraina, plakat
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8. Plocinski P. ,An essential role of RNA degradosome complexes in shaping the
transcriptome of Mycobacterium tuberculosis”. Global Summit on Microbiology and

Virology 2019, Praga, Republika Czeska, wystgpienie ustne
osoba prezentujaca wyniki badan

1.PPN/BIL/2018/1/00206/U/00004 ,Badanie funkcjonalnych kompleksoéw biatkowych
u mykobakterii w celu odkrycia nowych lekow przeciwgruzliczych”, koordynator po
stronie polskiej, projekt wymiany bilateralnej POLONIUM, wraz z Instytutem

Farmakologii i Biologii Strukturalnej w Tuluzie, we Francji,

2. 2015/19/D/NZ1/02842 ,Udzial biatek rdzenia degradosomu RNA w regulacji

metabolizmu pratkéw gruzlicy”, kierownik, SONATA 10, Narodowe Centrum Nauki,

3.1073/M0B/2013/0 ,Rola bakteryjnych prymaz typu AEP oraz ligaz DNA w naprawie
DNA u pratkéw z rodzaju Mycobacterium”, Kierownik, Mobilnos$¢ Plus I1I, Ministerstwo

Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,

4. FP7-HEALTH 241587 SystemTB (Systems biology of Mycobacterium tuberculosis),

wykonawca, FP7 European Commission,

W obrebie moich zainteresowan znajdujg sie rowniez dwukomponentowe $ciezki
transdukcji sygnatu u pratkéw gruzlicy. Dzieki zaangazowaniu swoich umiejetnos$ci w
obrebie bioinformatycznej analizy danych wysokoprzepustowych w zakresie proteomiki
i transkryptomiki wniostem istotny wktad w okres$lenie roli kilku biatek transdukcji
sygnatu w metabolizmie pratkéw. [Plocinska et al. 2012, Dadura et al. 2017, Antczak et
al. 2018, Plocinska et al. 2022]

Mamoskoypte
1. Plocinska R, Purushotham G, Sarva K, Vadrevu IS, Pandeeti EV, Arora N, Plocinski P,
Madiraju MV, Rajagopalan M. Septal localization of the Mycobacterium tuberculosis MtrB
sensor kinase promotes MtrA regulon expression. ] Biol Chem. 2012 Jul

6;287(28):23887-99. doi: 10.1074/jbc.M112.346544. Epub 2012 May 20.
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2. Antczak M, Plocifiska R, Ptocinski P, Rumijowska-Galewicz A, Zaczek A, Strapagiel D,
Dziadek ]. The NnaR orphan response regulator is essential for the utilization of nitrate
and nitrite as sole nitrogen sources in mycobacteria. Sci Rep. 2018 Dec 3;8(1):17552. doi:

10.1038/s41598-018-35844-z.

3. Dadura K, Ptociniska R, Rumijowska-Galewicz A, Ptociniski P, Zaczek A, Dziadek B,
Zaborowski A, Dziadek ]. PdtaS Deficiency Affects Resistance of Mycobacteria to
Ribosome Targeting Antibiotics. Front Microbiol. 2017 Nov 3;8:2145. doi:
10.3389/fmicb.2017.02145. eCollection 2017.

4. Ptocinska R, Wasik K, Ptocinski P, Lechowicz E, Antczak M, Btaszczyk E, Dziadek B,
Stomka M, Rumijowska-Galewicz A, Dziadek ]. The Orphan Response Regulator Rv3143
Modulates the Activity of the NADH Dehydrogenase Complex (Nuo) in Mycobacterium
tuberculosis via Protein-Protein Interactions. Front Cell Infect Microbiol. 2022 Jun

28;12:909507. doi: 10.3389/fcimb.2022.909507.

1. Rajagopalan M., Plocinska R., Gorla P, Sarva K., Vadrevu I, Pandeeti E. Arora N.,
Plocinski P., Madiraju M. ,Mycobacterium tuberculosis MtrB sensor Kkinase septal
localization and the expression of MtrA response regulator targets”. EMBO conference

TUBERCULOSIS 2012, wrzesien 2012, Paryz, Francja; - prezentacja plakatowa,

2. Antczak M., Ptocinska R., Ptocinski P., Rumijowska-Galewicz A., Dziadek ]. Rola biatek
regulatorowych MSMEG_5784 oraz MSMEG_0432 w metabolizmie zwigzkéw azotowych
u Mycobacterium smegmatis. 111 Ogélnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu

BioOpen. 11-12.05.2017, £.6dZ; - prezentacja plakatowa,

3. Antczak M., Ptocinska R., Ptocinski P., Dadura K., Dziadek ]. The role of MSMEG_0432
regulatory protein of Mycobacterium smegmatis in nitrogen metabolism. 4th Workshop
on Microbiology in Health and Environmental Protection MIKROBIOT 2017. 19-
21.09.2017, .6d7Z - prezentacja plakatowa;
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4. Dadura K., Rumijowska-Galewicz A., Lewandowska K., Zaczek A., Ptocifska R., Ptocifiski
P., Antczak M., Dziadek J. PdtaS deficiency affects resistance of mycobacteria to ribosome
targeting antibiotics. 4th Workshop on Microbiology in Health and Environmental

Protection MIKROBIOT 2017, 19-21.09.2017, £.6dZ - prezentacja plakatowa.

Obecnie kontynuuje badania nad naprawami DNA i degradacjg RNA, w ramach
projektow SONATA (projekt zakonczony), Opus (2020-2024) oraz SONATA BIS (2020-
2025), ktorych jestem kierownikiem. Procesy metabolizmu kwaséw nukleinowych sa
niezwykle wazne dla przezywania kazdej zyjacej komorki [Ptocinska et al. 2017]. W roku
2020 nawigzatem wspotprace z Prof. Nicolai van Oers z University of Texas Southwestern
Medical Center, Dallas, TX, z ktorym wspolnie podsumowaliSmy dostepne w literaturze
naukowej informacje na temat regulacji transkrypcji u mykobakterii przy udziale matych
niekodujacych RNA [Coskun et al. 2021]. W tym samym roku podjatem wspotprace z
grupg Prof. dr hab. Jolanty Zakrzewskiej-Czerwinskiej nad zbadaniem wplywu
histonopodobnych biatek bakteryjnych wigzacych DNA u pratkéw, w ktérej to pracy
przeprowadzitem analizy transkryptomiczne szczepéw pozbawionych badanych biatek
w warunkach normoksji i hipoksji [Kotodziej et al. 2021]. Obecnie, podtrzymujac
wspoétprace z grupg prof. Doherty, u ktoérego odbywatem ditugoterminowy staz
podoktorski, kontynuuje prace nad mechanizmami naprawy uszkodzen DNA u pratkow.
Dalsze badania nad enzymem Prim-PolC zaowocowaty powstaniem publikacji [Brissett
et al. 2020], do ktoérej przygotowywatem cze$¢ konstruktéw genetycznych i testowatem
aktywno$¢ zmutowanych wariantéw biatka PrimPolC. Wraz z dr hab. Anng Brzostek
pelnitem funkcje wiodacg w badaniach nad opisaniem RecA-zalezenej i RecA-niezaleznej
odpowiedzi na indukowanie uszkodzen DNA u pratkéw opisanej w pracy z 2021 roku
[Brzostek, Plocinski et al. 2021]. Badania podstawowe nad procesami napraw DNA
dostarczaja informacji o mechanizmach konserwowanych ewolucyjnie, wspolnych dla
komoérek bakterii i organizméw wyzszych. Procesy te sg zwigzane np. z mechanizmami
nowotworzenia i starzenia sie, waznymi problemami biologii i medycyny w skali kraju i
Swiata.

Mamuskoypy:
1. Plocinska R, Korycka-Machata M, Plocinski P, Dziadek ]. Mycobacterial DNA
Replication as a Target for Antituberculosis Drug Discovery. Curr Top Med Chem. 2017
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Jun 16;17(19):2129-2142. doi: 10.2174/1568026617666170130114342. Praca

przegladowa w jezyku angielskim.

2. Coskun FS, Plocinski P, van Oers NSC. Small RNAs Asserting Big Roles in Mycobacteria.
Noncoding RNA. 2021 Oct 29;7(4):69. doi: 10.3390/ncrna7040069. Praca przegladowa

w jezyku angielskim.

3. Kotodziej M, Lebkowski T$, Plocinski P$, Hotowka |, Pasciak M, Wojtas B, Bury K,
Konieczny [, Dziadek ], Zakrzewska-Czerwinska |. Lsr2 and Its Novel Paralogue Mediate
the Adjustment of Mycobacterium smegmatis to Unfavorable Environmental Conditions.
mSphere. 2021 May 12;6(3):e00290-21. doi: 10.1128/mSphere.00290-21. [$ - réwny

wktad autorow]

4. Brissett NC, Zabrady K, Ptocinski P, Bianchi ], Korycka-Machata M, Brzostek A, Dziadek
], Doherty AJ]. Molecular basis for DNA repair synthesis on short gaps by mycobacterial
Primase-Polymerase C. Nat Commun. 2020 Aug 21;11(1):4196. doi: 10.1038/s41467-
020-18012-8.

5. Brzostek A*, Plocinski P* Minias A, Ciszewska A, Gasior F, Pawelczyk |, Dziadek B,
Stomka M, Dziadek ]. Dissecting the RecA-(In)dependent Response to Mitomycin C in

Mycobacterium tuberculosis Using Transcriptional Profiling and Proteomics Analyses.

Cells. 2021 May 11;10(5):1168. doi: 10.3390/cells10051168. [* - rowny wktad autoréw]

6. Plocinski P, Dziadek ]. New players of DNA excision repair in mycobacteria. Annual
Report of the Polish Academy of Sciences. 2018: 62-64. ISSN 1640-3754. Artykut

popularno-naukowy.

1. 22-23 lipca 2023 r. konferencja naukowa Gordon Research Seminars Tuberculosis
Drug Discovery and Development, Barcelona, Hiszpania, ,Towards deciphering the role
of SRAP Proteins Associated with DNA Damage Repair in Mycobacterium”. Gasior F.,

Plocinski P., Dziadek |., Brzostek A. - prezentacja plakatowa.
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2. 22-23 lipca 2023 r. konferencja naukowa Gordon Research Seminars Tuberculosis
Drug Discovery and Development, Barcelona, Hiszpania, ,Mycobacterial RNA decay
machinery as a target for the development of future antimicrobials”. Lavrynchuk Y.,

Skibinski ], Wtodarczyk M., Dziadek J., Chmiela M., Ptocinski P. - prezentacja plakatowa.

3. 15 - 17 wrze$nia 2022 r. XXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologéw,
Warszawa, Polska, ,0cena wydajnoSci procesu trans-translacji u pratkéw gruzlicy w
Swietle aktywnoS$ci przeciwpratkowej pirazynamidu”. Lavrynchuk Y, Plocinski P,

Chmiela M. - prezentacja plakatowa.

4. 15 - 17 wrze$nia 2022 r. XXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologow,
Warszawa, Polska, ,Badanie aktywnos$ci helikazy bakteryjnej z rodziny DEAD, w
kontekscie poszukiwania nowych lekéw przeciwdrobnoustrojowych w celu zwalczania
zakazen lekoopornymi pateczkami Helicobacter pylori”. Skibiniski ], Plocinski P,

Rudnicka K, Zarzecka U, Chmiela M. - prezentacja ustna.

5. 27 - 30 czerwca 2022 r. VI Polski Kongres Genetyki, Krakéw, Polska, ,Functional
analysis of a potential DNA repair protein Msmeg 1891 in Mycobacterium smegmatis”.

Gasior F., Plocinski P., Dziadek ]., Brzostek A. - prezentacja ustna.

6. 28-29 czerwca 2021, ESM 41st Annual Congress (Virtual), ,Determination of the
Msmeg 1891 role in response to DNA damage in M. smegmatis”. Gasior F., Ptocinski P.,

Dziadek ., Brzostek A. - prezentacja plakatowa.

7. 2 Grudnia 2019 r., Makro- kierunki w mikro-biologii, Warszawa. ,Udziat biatka
Msmeg 1891 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA u pratkow M. smegmatis”. Gasior F.,

Plocinski P., Dziadek J., Brzostek A. - prezentacja plakatowa.

1. OPUS 17, ,Weryfikacja roli biatek - przewidywanych czynnikéw naprawczych,
bioragcych udziat w naprawach peknie¢ DNA u mykobakterii”, na kwote 1 374 500 zt,
finansowany ze Srodk6éw Narodowego Centrum Nauki, realizowany w Instytucie Biologii

Medycznej PAN 30 wrze$nia 2024 r. jako Kierownik projektu.
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2. SONATA BIS 9, ,Badania strukturalne udziatu degradosomu RNA w trans-translacji w
Swietle przeciwbakteryjnej aktywnosci pirazynamidu - perspektywy wynalezienia lekéw
przeciw(myko)bakteryjnych.”, na kwote 2 999 000 z}, sfinansowany ze $rodkéw
Narodowego Centrum Nauki, realizowany na Uniwersytecie L.édzkim do 30 wrze$nia

2025 r., jako kierownik projektu.

3. SONATA 10, ,Udziat biatek rdzenia degradosomu RNA w regulacji metabolizmu
pratkow gruzlicy” na kwote 672 300 zt, finansowany przez Narodowe Centrum Nauki,
realizowany w Instytucie Biologii Medycznej PAN w latach 2016 a 2019, jako kierownik

projektu, projekt zakonczony.

Dzieki zdobytym przeze mnie umiejetnoSciom w obszarze bioinformatycznej
analizy danych transkryptomicznych i proteomicznych czesto angazuje sie we
wspoétprace naukowe w badania wykraczajace poza moje gtéwne zainteresowania
naukowe, ktérymi pozostaje metabolizm kwaséw nukleinowych pratkéw gruzlicy. W
ramach wspéipracy wewnetrznej w Instytucie Biologii Medycznej PAN w todzi
przeprowadzitem m.in. analize danych transkryptomicznych z pratkéw gruzlicy
hodowanych w obecnosci cholesterolu [Pawelczyk et al. 2021], zasiedlajacych ludzkie
makrofagi [Kawka et al. 2021], czy pratkow potraktowanych innowacyjnymi
inhibitorami wzrostu [Korycka-Machata et al. 2022]. Dla grupy Prof. dr hab. Jerzego
Dtugonskiego z Uniwersytetu t.odzkiego przeprowadzatem analizy proteomiczne dla
identyfikacji gatunkowej grzybow produkujgcych enzym o potencjalnie duzym znaczeniu
dla przemystu [Goralczyk et al. 2020], a w pracy z grupa dr hab. Joanny Bonceli, prof. IBM
PAN identyfikowatem w widmach masowych wariant peptydu ludzkiej Neuromedyny U
odpowiadajacy za ciekawy efekt fenotypowy w konteks$cie zjawisk nowotworzenia i
przerzutowania nowotworow [Przygodzka et al. 2021].

Manosloypty:
1. Pawetczyk ], Brzostek A, Minias A, Plocinski P, Rumijowska-Galewicz A, Strapagiel D,
Zakrzewska-Czerwinska ], Dziadek ]J. Cholesterol-dependent transcriptome remodeling
reveals new insight into the contribution of cholesterol to Mycobacterium tuberculosis

pathogenesis. Sci Rep. 2021 Jun 11;11(1):12396. doi: 10.1038/s41598-021-91812-0.
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2. Kawka M, Brzostek A, Dzitko K, Kryczka ], Bednarek R, Ptocinska R, Plocinski P,
Strapagiel D, Gatkowska ], Dziadek ], Dziadek B. Mycobacterium tuberculosis Binds Human
Serum Amyloid A, and the Interaction Modulates the Colonization of Human
Macrophages and the Transcriptional Response of the Pathogen. Cells. 2021 May
20;10(5):1264. doi: 10.3390/cells10051264.

3. Korycka-Machata M, Kawka M, Lach ], Ptocinska R, Bekier A, Dziadek B, Brzostek A,
Plocinski P, Strapagiel D, Szczesio M, Gobis K, Dziadek ]. 2,4-Disubstituted pyridine
derivatives are effective against intracellular and biofilm-forming tubercle bacilli. Front

Pharmacol. 2022 Nov 10;13:1004632. doi: 10.3389/fphar.2022.1004632.

4. Géralczyk-Binkowska A, Jasiniska A, Dtugonski A, Ptocinski P, Dtugonski J. Correction:
Laccase activity of the ascomycete fungus Nectriella pironii and innovative strategies for
its production on leaf litter of an urban park. PLoS One. 2020 May 14;15(5):e0233553.
doi: 10.1371/journal.pone.0233553.

5. Przygodzka P, Sochacka E, Soboska K, Pacholczyk M, Papiewska-Pajak I, Przygodzki T,
Plocinski P, Ballet S, De Prins A, Boncela J. Neuromedin U induces an invasive phenotype
in CRC cells expressing the NMURZ2 receptor. ] Exp Clin Cancer Res. 2021 Sep 7;40(1):283.
doi: 10.1186/s13046-021-02073-8.

Od stycznia 2020 roku zaangazowatem sie w projekt realizowany w Katedrze
Immunologii i Biologii Infekcyjnej Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
tL.odzkiego, w grupie badawczej Pani Prof. dr hab. Magdaleny Mikotajczyk-Chmieli.
Projekt zatytutowany ,Wielofunkcyjne kompozyty aktywne biologicznie do zastosowan
w medycynie regeneracyjnej uktadu kostnego”, zostat przyznany w ramach konkursu
TEAM-NET Fundacji Rzecz Nauki Polskiej finansowanego z Srodkéw Unii Europejskiej. W
drodze konkursowej objgtem w tym projekcie role Mtodego Lidera Zespotu Badawczego
i podjatem wyzwanie koordynowania prac zespotu projektowego Uniwersytetu
Lodzkiego w aspektach merytorycznych, przy wsparciu cztonka komitetu sterujgcego
projektem - dr Karoliny Rudnickiej. Projekt jest realizowany na zasadzie wspotpracy
wieloosrodkowej, w konsorcjum naukowym kierowanym przez zesp6t Prof. dr hab. inz.

Andrzeja Trochimczuka z Politechniki Wroctawskiej, wraz z grupa Prof. dr hab. inz.
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Agnieszki Sobczak-Kupiec z Politechniki Krakowskiej i grupg Dr inZ. Moniki Biernat z
Instytutu Ceramiki i Materiatow Budowlanych Sieci Badawczej f.ukasiewicz z siedzibg w
Warszawie. Dzieki uzyskaniu przez naszga grupe badawcza dofinansowania na
dodatkowe zadanie badawcze w projekcie, badania sg kontynuowane do korica wrzes$nia
tego roku. Jak dotad wspotpraca catego konsorcjum zaowocowata powstaniem co
najmniej 28 publikacji naukowych oraz 11 zgtoszen patentowych, a w przewazajacej
wiekszo$ci byty to prace realizowane we wspo6tpracy co najmniej 2 sposrod 4 partneréow
konsorcjum. Badania dotyczyly opracowania innowacyjnych biomateriatéw
polimerowo-ceramicznych do zastosowan w medycynie regeneracyjnej do leczenia
ubytkow tkanki kostnej. Moje zaangazowanie sie w badania nad biomateriatami byto
rozwijane poprzez wspotprace naukowe naszego zespotu z grupg Prof. dr hab. Sylwii
Rodziewicz-Motowidto z Uniwersytetu Gdanskiego oraz z grupg dr hab. inz. Katarzyny
Nawrotek z Politechniki todzkiej. Badania dotyczyty gtoéwnie analiz cytozgodnosci,
biozgodnosci i bioefektywno$ci, jako badania normatywne, w oparciu o system norm ISO
19993 i obejmowaty badania in vitro i in vivo na modelach myszy domowej i szczura
wedrownego. Zaangazowanie w projekt TEAM-NET zmotywowato mnie do zdobywania
dodatkowych kwalifikacji jak chociazby uprawnien do prowadzenia eksperymentéw na
zwierzetach czy do odbycia szkolenia z prowadzenia badan klinicznych, co jest niezbedne
do przysztej komercjalizacji opracowywanych obecnie w naszych badaniach rozwigzan.

Mamoskoypte
1. Urbaniak MM, Gaziniska M, Rudnicka K, Ptocinski P, Nowak M, Chmiela M. In Vitro and
In Vivo Biocompatibility of Natural and Synthetic Pseudomonas aeruginosa Pyomelanin
for Potential Biomedical Applications. Int ] Mol Sci. 2023 Apr 25;24(9):7846. doi:
10.3390/ijms24097846.

2. Biernat M, Szwed-Georgiou A, Rudnicka K, Ptocinski P, Pagacz ], Tymowicz- Grzyb P,
Wozniak A, Wiodarczyk M, Urbaniak MM, Krupa A, Rusek-Wala P, Karska N, Rodziewicz-
Motowidto S. Dual Modification of Porous Ca-P/PLA Composites with APTES and
Alendronate Improves Their Mechanical Strength and Cytobiocompatibility towards
Human Osteoblasts. Int ] Mol Sci. 2022 Nov 18;23(22):14315. doi:
10.3390/ijms232214315.
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3. Kasprzak M, Szabtowska A, Kurzyk A, Tymowicz-Grzyb P, Najmrodzki A, WoZniak A,
Antosik A, Pagacz ], Szterner P, Plichta A, Wieciniski P, Rusek-Wala P, Krupa A, Plocinski
P, Rudnicka K, Biernat M. Effects of Sterilization and Hydrolytic Degradation on the
Structure, Morphology and Compressive Strength of Polylactide-Hydroxyapatite
Composites. Int ] Mol Sci. 2022 Sep 9;23(18):10454. doi: 10.3390/ijms231810454.

4. Korbut A, Wtodarczyk M, Rudnicka K, Szwed A, Plocinski P, Biernat M, Tymowicz-
Grzyb P, Michalska M, Karska N, Rodziewicz-Motowidto S, Szustakiewicz K. Three
Component Composite Scaffolds Based on PCL, Hydroxyapatite, and L-Lysine Obtained in
TIPS-SL: Bioactive Material for Bone Tissue Engineering. Int | Mol Sci. 2021 Dec
18;22(24):13589. doi: 10.3390/ijms222413589.

5. Piszko P, Wiodarczyk M, Zieliiska S, Gazinska M, Plocinski P, Rudnicka K, Szwed A,
Krupa A, Grzymajto M, Sobczak-Kupiec A, Stota D, Kobielarz M, Wojtkow M, Szustakiewicz
K. PGS/HAp Microporous Composite Scaffold Obtained in the TIPS- TCL-SL Method: An
Innovation for Bone Tissue Engineering. Int ] Mol Sci. 2021 Aug 10;22(16):8587. doi:
10.3390/ijms22168587.

6. Szustakiewicz K, Wtodarczyk M, Gazinska M, Rudnicka K, Plocinski P, Szymczyk-
Ziotkowska P, Ziotkowski G, Biernat M, Sieja K, Grzymajto M, J6Zwiak P, Michlewska S,
Trochimczuk AW. The Effect of Pore Size Distribution and 1-Lysine Modified Apatite
Whiskers (HAP) on Osteoblasts Response in PLLA/HAP Foam Scaffolds Obtained in the
Thermally Induced Phase Separation Process. Int ] Mol Sci. 2021 Mar 30;22(7):3607. doi:
10.3390/ijms22073607.

7. Nawrotek K, Rudnicka K, Gatkowska ], Michlewska S, Pearson BL, Plocinski P,
Wieczorek M. Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 3-loaded
microspheres penetrate neurons in vitro causing active demethylation and neurite
outgrowth. ] Tissue Eng Regen Med. 2021 May;15(5):463-474. doi: 10.1002/term.3185.
8. Gazinska M, Krokos A, Kobielarz M, Wtodarczyk M, Skibinska P, Stepak B, Antoniczak
A, Morawiak M, Plocinski P, Rudnicka K. Influence of Hydroxyapatite Surface

Functionalization on Thermal and Biological Properties of Poly(l-Lactide)- and Poly(l-
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Lactide-co-Glycolide)-Based Composites. Int ] Mol Sci. 2020 Sep 13;21(18):6711. doi:
10.3390/ijms21186711.

1. 19-24 marca 2023 r. konferencja naukowa Gordon Research Conferences Cartilage

Biology and Pathology, Lucca, Wtochy, ,,Comprehensive assessment of biocompatibility
and bioactivity of piomelanin-based composites supporting bone regeneration”.
Urbaniak M. M., Szwed-Georgiou A., Krupa A., Wtodarczyk M., Nowak M., Gaziniska M.,

Biernat M., Szustakiewicz K., Ptocinski P., Rudnicka K. - prezentacja plakatowa.

2.27 -28 maj 2022 r. Ogélnopolska konferencja IMPLANTY 2022 - Inzynieria, Medycyna
i Nauka w pogoni za implantem doskonalym Gdansk, Polska, Politechnika Gdanska,
,Biokompatybiln$¢ piomelanin Pseudomonas aeruginosa - naturalnych polimeréw o
potencjale regeneracyjnym”. Urbaniak M. M., Rudnicka K., Plocinski P., Nowak M,
Gazinska M., Cybulski M., Mikotajczyk-Chmiela M. - prezentacja plakatowa.

3.27 -28 maj 2022 r. Ogblnopolska konferencja IMPLANTY 2022 - InZynieria, Medycyna
i Nauka w pogoni za implantem doskonatym Gdansk, Polska, Politechnika Gdanska,
,Biologiczny efekt modyfikacji cholesterolem kompozytéw PLA-HAp na wzrost ludzkich
osteoblastéow”. Rusek-Wala P, Biernat M, WozZniak M, Wtodarczyk M, Ptocinski P, Krupa

A. - prezentacja plakatowa.

4. 14-17 pazdziernika 2021, 30th Anniversary Conference of the Polish Society for
Biomaterials “Biomaterials in Medicine and Veterinary Medicine”, Rytro, Polska
»,Physicochemical and in vitro biological properties of porous PLLA/HAp-Zn composites
modified with sodium alendronate” Biernat M., Kasprzak M., Szabtowska A., WozZniak A.,
Najmrodzki A., Tymowicz-Grzyb P., Antosik A., Rusek-Wala P., Krupa A., Ptocinski P. -

prezentacja plakatowa.

5.12-15 luty 2020 r, 1st Open Meeting of the EuroMicropH, CA18113 - Understanding
and exploiting the impacts of low pH on microorganisms, COST European Cooperation in
Science & Technology, Instituto Superior Técnico, Lizbona, Portugalia, “Physicochemical

and biological characterization of pyomelanin isolated from P. aeruginosa in regard of
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antimicrobial and proregenerative activity”, Urbaniak M., Gonciarz W., Rudnicka K.,

Ptocinski P., Chmiela M. - prezentacja plakatowa.

1. Dodatkowe zadanie badawcze w ramach rozszerzenia projektu TEAM-NET
»,Kompleksowa ocena biozgodnoSci i bioaktywnos$ci piomelaniny wspierajacej procesy
regeneracji i unaczyniania ko$¢ca”, na kwote 874 831 zt, finansowanego przez Fundacje
na rzecz Nauki Polskiej, realizowane na Uniwersytecie £.0dzkim do 30 wrze$nia 2023 r.

jako wnioskodawca o dofinansowanie i Lider Mtodego Zespotu Badawczego.

Prowadzone przeze mnie aktualnie badania naukowe skupiajg sie gtéwnie na
analizie  funkcji komoérkowych  elementow  degradosomu RNA  pratkéw
chorobotwérczych Mycobacterium tuberculosis oraz saprofitycznych Mycolicibacterium
smegmatis. Analiza podobienstw i réznic w zakresie roli poszczegdélnych biatek
kompleksu degradosomu RNA u tych bakterii dostarczy wiedzy podstawowej dla
zrozumienia mechanizméw posttranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw u bakterii.
Obecnie, wraz z doktorantami, podejmuje proby krystalizacji sktadnika degradosomu
pratkéw biatka PNP, w celu rozwigzania jego struktury, dla petniejszego zrozumienia
mechanizmu dziatania kwasu pirazynowego (aktywnego metabolitu pirazynamidu) na
pratki gruzlicy. W niedalekiej przysztoSci zamierzam takze zoptymalizowac
kolorymetryczny test na aktywnos$¢ biatka PNP, wykorzystujacy jego zdolno$¢ do
hydrolizy alarmonu (p)ppGpp w warunkach in vitro lub zaprojektowac alternatywny test
umozliwiajacy $ledzenie aktywnos$ci PNP.

Test kolorymetryczny umozliwi przeprowadzanie wysokoprzepustowych analiz
przesiewowych, w poszukiwaniu inhibitoréw tego niezbednego sktadnika degradosomu
RNA pratkéow. Dodatkowe eksperymenty przy uzyciu juz przygotowanych szczepéw
mutantéw M. tuberculosis z regulowang produkcjg sktadnikéw degradosomu RNA
pozwolg ustali¢ role tych enzyméw dla prawidtowej adaptacji bakterii do warunkéw
stresu tlenowego. Jednocze$nie planuje kontynuacje prac zwigzanych z badaniami
dotyczacymi mechanizméw naprawy uszkodzen DNA u pratkéw w kontek$cie analizy

kompleksow biatkowych zaangazowanych w te procesy.
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Moje badania majg charakter uniwersalny i interdyscyplinarny. Odbytem liczne,

dtugookresowe pobyty w zagranicznych instytucjach naukowych oraz uczestniczytem w
licznych miedzynarodowych konferencjach naukowych, gdzie czynnie promuje polska
nauke. Jednocze$nie aktywnie angazuje sie w projekty realizowane we wspoétpracy
wieloosrodkowej, wliczajac projekty miedzynarodowe podejmujace badania w
obszarach majacych wptyw na rozwigzywanie ogélnoswiatowych probleméw zdrowia
publicznego, w obszarze mikrobiologii i badan nad mechanizmami regeneracji tkanek.
Moje dotychczasowe zatrudnienie obejmowato umowy o prace na Uniwersytecie
Teksanskim w Tyler, USA (2007-2010), Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie
(2011-2016), Narodowe Centrum Badan Medycznych w Londynie, w Wielkiej Brytanii
(2014), Instytut Biologii Medycznej PAN w todzi (2016- obecnie) oraz Uniwersytet
tL.odzki (2020-obecnie). W ramach kazdej z umoéw o prace prowadzitem badania
naukowe, ktére w istotny sposOb przyczynity sie do rozwoju wiedzy w obszarach
prowadzonych badan o czym mogg $wiadczy¢ publikacje naukowe w renomowanych
czasopismach naukowych z listy filadelfijskiej, o znaczgcych wspétczynnikach wptywu
Impact Factor. Nieustannie rozwijam wspétprace naukowe nawigzane podczas stazy
zagranicznych, czy podczas zaangazowania w programy wspotpracy miedzynarodowej

w ktorych uczestniczytem.

Przed uzyskaniem stopnia doktora
wrzesien 2007 - grudzien 2010 (40 miesiecy) - staz w Centrum Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Teksanskiego w Tyler, (org. The University of Texas, Health Science Center

at Tyler), pod opieka promotorska prof. Malini Rajagopalan, Tyler, Teksas, USA.

lipiec i sierpien 2006 (2 miesigce) - praktyki w laboratorium naukowym w ramach

programu wymiany [AESTE, Narodowe Centrum Referencyjne Badan nad Salmonella i
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innymi Enterobiakteriami, Instytut Roberta Kocha, w grupie kierowanej przez prof.

Helmuta Tschaepe, Wernigerode, Niemcy

Po uzyskaniu stopnia doktora

lipiec 2014 - czerwiec 2016 (24 miesigce) - staz podoktorski w Centrum Badan nad
Uszkodzeniami i Stabilno$cig Genomu (Medical Research Council Genome Damage and
Stability Centre), pod opieka prof. Aidana Doherty, Uniwersytet w Sussex, Brighton,
Wielka Brytania, oddelegowany z Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk

w ramach urlopu bezptatnego do realizacji projektu ,Mobilnos¢ Plus III”

styczen 2014 - czerwiec 2014 (6 miesiecy) - staz podoktorski w Narodowym Centrum
Badan Medycznych (Medical Research Council National Institute for Medical Research,
przeksztatcone w Instytut Francisa Cricka), w grupie prof. Douglasa Younga, Londyn,
Wielka Brytania, do realizacji wspotpracy naukowej w ramach projektu SystemTB

(Biologia Systemowa Mycobacterium tuberculosis)

1. Instytut Farmakologii i Biologii Strukturalnej, Uniwersytet w Tuluzie, Tuluza, Francja,

dr hab. Hedia Marrakchi, wspélne zaangazowanie w realizacje projektéw SystemTB oraz
POLONIUM.

2. Instytut Francisa Cricka, Londyn, Wielka Brytania, prof. Douglas Young*, wspodlne

zaangazowanie w realizacje projektu SystemTB.

3. Londynska Szkota Higieny i Medycyny Tropikalnej, Londyn, Wielka Brytania, dr Joanna

Houghton, dr Teresa Cortes, wspélne zaangazowanie w realizacje projektu SystemTB.

4. Uniwersytet w Sussex, Brighton, Wielka Brytania, prof. Aidan Doherty, dr. Nigel
Brissett, opiekunowie stazu podoktorskiego w ramach projektu Mobilnos¢ Plus 111, dalsza

wspoétpraca podtrzymywana w obszarze badan nad szlakami napraw uszkodzen DNA.

5. Instytut Chemii Organicznej i Biochemii Czeskiej Akademii Nauk, Praga, Republika

Czeska, dr Iva Pichova, wspdlne zaangazowanie w realizacje projektu SystemTB.
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6. Hiszpanska Krajowa Rada Badan Naukowych, Narodowe Centrum Biotechnologii w
Madrycie, Madryt, Hiszpania, prof. Jesis Blazquez, dr Alfredo Castafieda-Garcia,

wspotpraca w ramach projektu Mobilnos$¢ Plus II1.

7. Centrum Nauk o Zdrowiu, Uniwersytet Teksanski w Tyler, Tyler, Teksas, USA, prof.
Malini Rajagopalan*, prof. Murty Madiraju*, prof. Anna Kurdowska, wspétpraca

nawigzana podczas zatrudnienia na Uniwersytecie Teksanskim w Tyler.

8. Europejskie Laboratorium Biologii Molekularnej w Hamburgu, Niemcy, prof. Matthias

Wilmanns, wspdélne zaangazowanie w realizacje projektu SystemTB.

9. Uniwersytet Wschodniego Piemontu, Piemont, Wtochy, dr Menico Rizzi, dr Franca

Rossi, wspoélne zaangazowanie w realizacje projektu SystemTB.

10. Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk i Miedzynarodowy Instytut
Biologii Molekularnej i Komoérkowej, Warszawa, prof. Andrzej Dziembowski, wspdlne
zaangazowanie w realizacje projektu SystemTB i podczas dalszego zatrudnienia w

Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie.

11. Zaktad Mikrobiologii Molekularnej, Uniwersytet Wroctawski, Wroctaw, prof. Jolanta
Zakrzewska-Czerwinska, mgr Marta Kotodziej, wspoétpraca w zakresie projektu

dotyczacego analizy funkcji biatka Lsr-2 u Mycobacterium.

12. Instytut Mikrobiologii, Biotechnologii i Immunologii, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, Uniwersytet Lodzki, prof. dr hab. Magdalena Mikotajczyk-Chmiela, dr hab.
Katarzyna Dzitko (prof. UL), dr hab. BoZena Dziadek (prof. UL), dr hab. Agnieszka Krupa,
dr hab. Justyna Gatkowska (prof. UL) dr Karolina Rudnicka, mgr Aleksandra Goéralczyk-
Binkowska, wspotpraca podczas zatrudnienia w Uniwersytecie todzkim poparta

wspo6lnymi publikacjami naukowymi.

13. Laboratorium Biobank, Katedra Biofizyki Molekularnej, Instytut Biofizyki, Wydziat
Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Lodzki, £6d%, dr Dominik Strapagiel (prof.
UL), wspotpraca podczas zatrudnienia w Uniwersytecie L.odzkim poparta wspolnymi

publikacjami naukowymi
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14: Politechnika Wroctawska, Wroctaw, Polska, Prof. dr hab. inz. Andrzej Trochimczuk,
dr hab. inz. Konrad Szustakiewicz (prof. PWr), dr inz. Matgorzata Gazinska, wspotpraca

w ramach realizacji projektu TEAM-NET

15: Politechnika Krakowska, Krakéw, Polska, Prof. dr hab. inz. Agnieszka Sobczak-Kupiec,

wspotpraca w ramach realizacji projektu TEAM-NET

16: Instytut Ceramiki i Materiatéw Budowlanych Sieci Badawczej hLukasiewicz,
Warszawa, Polska, dr inz. Monika Biernat, wspodtpraca w ramach realizacji projektu

TEAM-NET
17: Uniwersytet Gdanski, Gdansk, Polska, Prof. dr hab. Sylwia Rodziewicz-Motowidto
18: Politechnika L.odzka, £.6dz, Polska, dr hab. inz. Katarzyna Nawrotek (prof. P%.)

Legenda: (*-obecnie emerytowani pracownicy)

1. Acid Fast Club - towarzystwo naukowe badan nad gruZlicg, udziat w spotkaniach

towarzystwa naukowego w roku 2014

2. American Society for Microbiology - jako aktywny cztonek towarzystwa w latach
2009-2010

W pracy naukowej obejmuje stanowiska badawcze, jednak staram sie aktywnie

uczestniczy¢ w prowadzeniu zaje¢ ze studentami. W 2011 i 2012 roku pomagatem prof.
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Dziembowskiemu w prowadzeniu cyklu zaje¢ praktycznych z proteomiki dla studentéw

Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

W latach 2015-2016 uczestniczytem, pod kierunkiem prof. Aidana Doherty, w
prowadzeniu zaje¢ z obliczen biologicznych dla studentéw na University of Sussex, w

Brighton, w Wielkiej Brytanii.

Karol Wotek, 2012, praca licencjacka (praca eksperymentalna), 6 miesiecy ,Badanie
oddziatywan miedzy biatkami zaangazowanymi w naprawe DNA u Mycobacterium”,

Uniwersytet Warszawski, pod kierunkiem prof. Andrzeja Dziembowskiego,

Connor Beaney, 2015, praca licencjacka (praca eksperymentalna), 6 miesiecy
»Characterising Rv1261cand Rv1871c as potential new players in DNA damage response
pathways in Mycobacterium tuberculosis”, Uniwersytet w Sussex, Brighton, Wielka

Brytania,

Danny Freestone, 2016, praca licencjacka (praca eksperymentalna), 6 miesiecy
,Characterisation of MSMEG_1282 as a DNA processing enzyme in Mycobacterium

smegmatis”, Uniwersytet w Sussex, Brighton, Wielka Brytania.

Urbaniak M, sierpien- wrzesien 2018, student 4-go roku Mikrobiologii, Uniwersytet
Lodzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, w ramach obowigzkowych praktyk

studenckich z Uniwersytetu L.6dzkiego,

Juszczyk Z, sierpien- wrzesien 2018, student 4-go roku Mikrobiologii, Uniwersytet
Lodzki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, w ramach obowiazkowych praktyk
studenckich z Uniwersytetu L.odzkiego,

Atanasova V, czerwiec i lipiec 2017, studentka 3-go roku medycyny, praktykantka w
ramach programu wymiany stypendialnej IAESTE,
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Btaszczyk E, 2009 - 2010, opieka podczas stazu w Centrum Nauk o Zdrowiu

Uniwersytetu Teksanskiego w Tyler, Teksas, USA. LIIL

Pethie funkcje promotora pomocniczego w Szkole Doktorskiej BioMedChem

Uniwersytetu Lodzkiego i Instytutéw Polskiej Akademii Nauk w Lodzi:

2019 - obecnie

2019 - obecnie

2021 - obecnie

mgr Filip Gasior, realizujacy prace doktorska w Instytucie Biologii
Medycznej PAN w Lodzi, przewidywany termin obrony grudzien
2023 .

Promotor pracy: dr hab. Anna Brzostek, prof. IBM PAN

mgr Paulina Rusek-Wala, realizujgca prace doktorska w Katedrze
Immunologii i Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu todzkiego,
przewidywany termin obrony grudzien 2023 r.

Promotor pracy: dr hab. Agnieszka Krupa

mgr Yaroslav Lavrynchuk, realizujacy prace doktorska w Katedrze
Immunologii i Biologii Infekcyjnej Uniwersytetu L.édzkiego, ocena
Srodokresowa  postepéw  wykonania  pracy  doktorskiej
zaplanowana na wrzesien 2023 r.

Promotor pracy: Prof. dr hab. Magdalena Mikotajczyk-Chmiela

2020 ,Facylitacja - jak zwiekszy¢ efektywnos$¢ pracy z grupa” warsztaty prowadzone

przez dr Beate Master w ramach serii szkolen EDU360 (online),

2020 ,Mentoring jako metoda transferu wiedzy” warsztaty prowadzone przez Anne

Kaczalskg w ramach EDU360 (online),
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2023 szkolenie pt.: ,Esej tutorski (i nie tylko) jako forma pracy w kazdej dyscyplinie"
prowadzone przez dr hab. Agnieszke Dziedziczak-Foltyn, Uniwersytet todzki, L.odz,
Polska,

2023 szkolenie pt.: , Tutoring akademicki - potencjat personalizacji ksztatcenia, warsztat
i narzedzia tutorskie” prowadzone przez dr N. Ratajczyk i dr A. Wolanska-Kaminska,

Uniwersytet L.6dzki, 1.6dz, Polska,

2023 szkolenie pt.: ,Tutoring - od czego zacza¢?” prowadzone przez dr hab. Agnieszke

Dziedziczak-Foltyn, Uniwersytet £.6dzki, £.6dz, Polska,
2023 szkolenie pt.: ,Rozwijanie umiejetno$ci studiowania w ramach tutoringu”
prowadzone przez dr hab. Agnieszke Dziedziczak-Foltyn, Uniwersytet Lodzki, L.odz,

Polska,

2023 szkolenie pt.: ,Wykorzystanie aktywizujacych metod nauczania w ksztatceniu

akademickim” prowadzone przez dr Anne Jasiniskg, Uniwersytet L.odzki, £.6dZ, Polska,

2023 szkolenie pt.: ,Nowoczesne narzedzia i aplikacje w nauczaniu” prowadzone przez

dr Anne Jasinska, Uniwersytet L.6dzki, 1.6dz, Polska.

30.05.2023 Rudnicka K., Plocinski P. popularno-naukowy wyktad ,Mikrobiologiczni

Kreatorzy Smaku, czyli kto tak naprawde rzadzi w kuchni” kierowany do stuchaczy

Lodzkiego Uniwersytetu Trzeciego Wieku im. Heleny Kretz

10.01.2023 Rudnicka K. Plocinski P. popularno-naukowy wyktad ,Co wiemy o
szczepionkach przeciwko Covid-19?” kierowany do stuchaczy Lodzkiego Uniwersytetu

Trzeciego Wieku im. Heleny Kretz
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2.12.2022 Plocinski P., Wtodarczyk M., Lavrynchuk Y. warsztaty dla uczniéw SP199 w

Lodzi w ramach Festiwalu Nauki i Techniki organizowanego w tej szkole ,Z czym sie je

biatko (w laboratorium)?”

15.04.2021 r. Rudnicka K., Ptocinski P. popularno-naukowy wyktad on-line ,Co wiemy o
szczepionkach przeciwko Covid19?” kierowany do rodzicow dzieci zrzeszonych w

L6dzkim Uniwersytecie Dzieciecym Politechniki L.6dzkiej,

06.11.2017 r. Plocinski P. ,Badanie udziatu biatek degradosomu RNA w regulacji
metabolizmu pratkéw gruzlicy”, w auli Instytutu Biologii Medycznej Polskiej Akademii

Nauk, L.odz

17.12.2013 r. Plocinski P. ,RNA decay machinery in mycobacteria” w audytorium prof.

Gajewskiego, Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Warszawa,

Przed uzyskaniem stopnia doktora
Udziat w organizacji konferencji naukowej ,Epidemia ptasiej paniki”, po§wieconej ptasiej

grypie (16.12.2005), Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Lodzki, L.odz;

Koordynacja dziatan sekcji mikrobiologicznej dziatajacej przy Kole Biologéw
Uniwersytetu Lodzkiego w ramach projektu: ,Badanie czysto$ci mikrobiologicznej

powietrza w budynku zwierzetarni Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska” (2006).

2023 - certyfikowane szkolenie stacjonarne dla badaczy i zespoléw badawczych

,Prowadzenie badan klinicznych zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Klinicznej”

Brillance, Clinical Research W Krakowie, Polska,
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2019 kurs krystalografii biatek ,Prot XRD” Instytut Katalizy I Fizykochemii Powierzchni

Im Jerzego Habera Pan W Krakowie, Polska, kurs potwierdzony certyfikatem

2018, wudziat w szkoleniu w zakresie bezpiecznego uzytkowania substancji
radioaktywnych w Centralnym Laboratorium Ochrony Radiologicznej, w Warszawie,
zakoficzony egzaminem na uzyskanie uprawnien Inspektora Ochrony Radiologicznej

(IOR-1) przeprowadzonym przez Pafistwowg Agencje Atomistyki w Warszawie, Polska,

2016, uczestnictwo w szkoleniu ,Fundamentals of CRISPR-Cas9 gene editing”, ktére
odbyto sie w Centrum Dydaktycznym Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,

2011, uczestnictwo w praktycznym kursie EMBO, w zakresie badan proteomicznych z

wykorzystaniem spektrometrii mas, kurs potwierdzony certyfikatem,

Od lipca 2018 roku petnie funkcje Inspekora Ochrony Radiologicznej IOR-1 w Instytucie
Biologii Medycznej PAN w Lodzi.

Signature Not"\,

Dokument podp|§a/ przez
Przemystaw Ptociski
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data podpis
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“Identification of bacterial protein complexes
of key importance for the physiology and
development of antibiotic resistance of
Mycobacterium tuberculosis, based on the
study of protein-protein or protein-nucleic
acid interactions”

Dr Przemystaw Adam Plocinski
Faculty of Biology and Environmental
Protection

University of Lodz, Poland
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Przemystaw Adam Plocinski
https://orcid.org/0000-0002-6623-3494

2012 postgraduate studies in "Informatics"”, diploma, Faculty of Mathematics and

Computer Science, University of Lodz, Lodz, Poland,

2011  PhD degree in medical sciences,
discipline: medical biology, spec. microbiology,
with honors,

Institute of Medical Biology of the Polish Academy of Sciences, Lodz, Poland,

Thesis entitled: "Characterization of Mycobacterium tuberculosis CrgA

as a novel protein involved in septal cell wall synthesis"

Thesis advisor: Prof. dr hab. Jarostaw Dziadek

Secondary thesis advisor: Prof. Malini Rajagopalan

2007  Master of Science in Biology, spec. microbiology,

Faculty of Biology and Environmental Protection, University of Lodz, Lodz,

Poland

Thesis entitled: "The influence of prolactin on the replication of

Toxoplasma gondii in vitro"

Thesis advisor: Prof dr hab. Henryka Dtugonska
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Dr Przemystaw Ptociniski

Appendix 2 - Summary of Professional Accomplishments

2020 - currently

2016 — currently

2014

2014 -2016

2010-2013

2007 - 2010

adjunct professor in the Department of Immunology and
Infectious Biology, Faculty of Biology and Environmental

Protection, University of £.6dz, 1.6dz, Poland.

adjunct professor in the Laboratory of Mycobacterium
Genetics and Physiology, at the Institute of Medical Biology

of the Polish Academy of Sciences, £.6dZ, Poland,

research assistant in the Division of Mycobacterial
Research, at the National Institute for Medical Research,

London, the U.K. 6 months (from January until end of June)

delegated from the Institute of Biochemistry and Biophysics of
the Polish Academy of Sciences, in Warsaw, Poland, on pay-

free leave,

biologist in the Laboratory of RNA Biology and Functional
Genomics, at the Institute of Biochemistry and Biophysics of
the Polish Academy of Sciences, in Warsaw, Poland, on pay-

free leave,

research assistant in the Laboratory of RNA Biology and
Functional Genomics, at the Institute of Biochemistry and
Biophysics of the Polish Academy of Sciences, in Warsaw,

Poland,

research assistant at The University of Texas, Health

Science Center at Tyler, Tyler, Texas, USA.
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“Identification of bacterial protein complexes of key importance for the
physiology and development of antibiotic resistance of Mycobacterium
tuberculosis, based on the study of protein-protein or protein-nucleic acid

interactions”

The scientific achievement is a series of five first-author, single-subject scientific

publications, describing the results of experimental work carried out in a multi-centre
framework as part of international cooperation and during long-term internships in
foreign research centers. Due to the collective nature of the studies, the contributions
of individual authors have been documented in Appendix No. 4 to the submitted
application. Copies of publications constituting the habilitation achievement are
attached in the form of attachment no. 5 to the application for conducting the

procedure for the award of the degree of habilitated doctor.

Works constituting a scientific achievement describe the identification of
previously undescribed protein complexes or supplementing the identification of
protein complexes with new, previously unknown components for multi-protein
enzyme systems present in Mycobacterium tuberculosis cells: the cell wall synthesis
complex, the RNA degradosome complex and the hitherto undescribed DNA damage
repair system. The protein complexes studied are important for the survival and
multiplication of pathogenic mycobacteria, are current or promising future targets for
the development of anti-mycobacterial drugs, or are important in the emergence and

spread of drug resistance in these bacteria.
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Series of publications included in the achievement:

1. Plocinski P*#, Macios M, Houghton ], Niemiec E, Ptocinska R, Brzostek A, Stomka M,
Dziadek ], Young D, Dziembowski A#. Proteomic and transcriptomic experiments
reveal an essential role of RNA degradosome complexes in shaping the
transcriptome of Mycobacterium tuberculosis. Nucleic Acids Research. 2019 Apr 8.
pii: gkz251. doi: 10.1093 /nar/gkz251. IF2019=11.502; MEiN2023=200; citations=30;

[ am the first and corresponding author of this work. I started the research during my
employment at the Institute of Biochemistry and Biophysics of the Polish Academy of
Sciences in Warsaw, continued it during my employment at the Francis Crick Institute
in London, UK, and finished it by preparing a manuscript describing the results at the
Institute of Medical Biology of the Polish Academy of Sciences in L.6dzZ. In this work, I
have a triple affiliation, because I conducted research in all three units under separate
employment contracts. Together with Prof. Dziembowski, I prepared the research
concept, conducted most of the experimental work on my own and coordinated the
experimental work of the other team members. [ am responsible for the analysis and
interpretation of the results of the research, the development of the illustrative
material and the vast majority of the content of the manuscript. My involvement also
consisted in preparing responses to the reviews of the original manuscript, along with
the necessary experimental supplements and depositing the source data in public

transcriptomics and proteomics databases.

2. Plocinski P# Brissett NC, Bianchi ], Brzostek A, Korycka-Machata M, Dziembowski
A, Dziadek ], Doherty AJ#. ,DNA Ligase C and Prim-PolC participate in base
excision repair in mycobacteria”. Nature Communications. 2017 Nov
1;8(1):1251. doi:10.1038/s41467-017-01365-y. 1F2017=12.353; MEiN2023=200;

citations=17;

[ am the lead author of this work. Most of the research was carried out in the
laboratory of Prof. Aidan Doherty, during a 2-year postdoctoral fellowship, as part of
the Mobilnos$¢ Plus III project. I continued my research after returning to Poland to the
Institute of Medical Biology of the Polish Academy of Sciences in 1.6dZ. In this work, I
have a double affiliation, because I conducted research in both units under an

employment contract and during a long-term postdoctoral fellowship. Together with
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Prof. Doherty, I prepared the research concept, conducted most of the experimental
work myself and coordinated the experimental work of the other team members. [ am
responsible for the analysis and interpretation of most of the research results, the
development of illustrative material and the vast majority of the manuscript content.
[ was also responsible for preparing responses to reviews of the original manuscript,

along with the necessary experimental supplements.

3. Plocinski P*, Laubitz D*, Cysewski D, Stodu$ K, Kowalska K, Dziembowski A#.
y<1dentification of protein partners in mycobacteria using a single-step affinity
purification method”. PLoS One. 2014 Mar. doi:10.1371/journal.pone.0091380.
1F2014=3.234; MEiN2023=140; citations=13;

[ am the lead author of this work, together with dr hab. Daniel Laubitz. Experimental
work was carried out as part of alarge European project FP7-Health, bringing together
several partners from all over Europe - leading scientists in tuberculosis research.
Together with Prof. Dziembowski and dr hab. Laubitz I prepared the research concept
with Laubitz, with whom I conducted most of the experimental work and coordinated
the experimental work of the other team members. [ am responsible for the analysis
and interpretation of the research results, the development of illustrative material and
significant fragments of the manuscript. Together with Dr. Laubitz, I was also
responsible for preparing responses to the reviews of the original manuscript, along

with the necessary experimental supplements.

4. Plocinski P*, Martinez L, Sarva K, Plocinska R, Madiraju M, Rajagopalan M#.
»~Mycobacterium tuberculosis CwsA overproduction modulates cell division and cell
wall synthesis”. Tuberculosis (Edinb). 2013 Dec;93 Suppl:S21-7. doi:
10.1016/S1472-9792(13)70006-4. IF2013=3.503; MEiN2023=100; citations=13;

[ am the lead author of this work. I started experimental work during an internship in
the laboratory of Prof. Rajagopalan, at the University of Texas in Tyler and continued
after returning to the country, in the laboratories of Prof. Dziembowski (IBB PAN in
Warsaw) and Prof. Dziadek (IBM PAN Lodz). I participated in the development of the

research concept and conducted most of the experimental work that led to the above
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scientific publication. I participated in the data analysis and interpretation of the
results. I am responsible for the preparation of a significant part of the illustrative

material and significant parts of the manuscript content.

5. Plocinski P*, Arora N, Sarva K, Blaszczyk E, Qin H, Das N, Plocinska R, Ziolkiewicz
M, Dziadek ], Kiran M, Gorla P, Cross TA, Madiraju M, Rajagopalan M#.
»Mycobacterium tuberculosis CwsA interacts with CrgA and Wag31, and the CrgA-
CwsA complex is involved in peptidoglycan synthesis and cell shape
determination”. Journal of Bacteriology. 2012 doi: 10.1128/]B.0100512. Epub
2012 sep 21.1F2012=3.177; MEiN=140; citations=49.

[ am the lead author of this work. As in the case of the work published in Tuberculosis,
[ started experimental work during an internship in the laboratory of Prof.
Rajagopalan, at the University of Texas in Tyler and continued after returning to the
country, in the laboratories of Prof. Dziembowski (IBB PAN in Warsaw) and Prof.
Dziadek (IBM PAN Lodz). [ participated in the development of the research concept
and conducted most of the experimental work that led to the above scientific
publication. I participated in the data analysis and interpretation of the results. I am
responsible for the preparation of a significant part of the illustrative material and

significant parts of the manuscript content.

Legend: *first author(s), #corresponding author (s).

Total Impact Factor of publications included in the scientific achievement IF=33,769,
total number of points from the Polish Ministry of Education and Science MEiN=780,

total number of citations=124 (120 without self-citations)

IF is given according to the year of publication, based on the Web of Science database
(InCites Journal Citation Reports). MEiN points are given according to the unified list
of awarded publications (polish scoring system) according to the most recent scoring
document. Number of citations (including self-citations), according to the Web of

Science Core Collection database, accessed on 4t August, 2023.
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The aim of the study was to identify undescribed or partially described protein
complexes of mycobacteria in order to determine their role in bacterial
metabolism and to evaluate their usefulness as molecular targets for planning

novel anti-mycobacterial therapies.

The main subject of investigation, in the studies listed as the scientific
achievement for evaluation, is Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), the
causative agent of tuberculosis (TB). In the year 2019, tuberculosis, being a serious
infectious medical condition, had caused death of 1.4 mln people, worldwide. The
disease is life-threatening in immunodeficient individuals, like people with HIV, and is
thus considered one of the most common direct causes of death in HIV positive
individuals, with almost 15% of all people dying from tuberculosis in 2019, being HIV
positive (1). It is believed that up to one fourth of the human population is currently
infected with M. tuberculosis, but the symptomatic disease will only occur in 5-10% of
all infected cases, and is often triggered by states of immunodeficiency (2). Tuberculosis
is an airborne disease, with typical location of the lesions in the lungs of an infected
person (3). During the course of infection, typically, the tubercle bacilli are engulfed by
the macrophages of the alveoli and induce immune response that leads to isolation of
bacteria in characteristic structures called granulomas. According to the data of the
Institute of Tuberculosis and Lung Diseases in Warsaw, in 2021, about 3,704 people fell
ill with tuberculosis in Poland, which was 314 cases more than in 2020, when 474 people
died as a result of the disease, constituting a significant percentage of deaths due to all
infectious and parasitic diseases (4). The epidemiological situation has deteriorated due
to the co-existing Covid-19 pandemic in recent years, which resulted in limited access to
health care services and had a negative impact on the diagnosis and treatment of

tuberculosis infections.
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Currently used tuberculosis treatment regimen is considered effective against
mycobacterial strains tested to be antibiotic sensitive. According to the Guidelines of the
Polish Pulmonary Association, the treatment of primary tuberculosis infections in
Poland includes an initial two-months-long phase of intensive treatment with four first-
line anti-tuberculosis drugs: isoniazid (INH), rifampicin (RIF), pyrazinamide (PZA) and
ethambutol (EMB) or streptomycin (STR). The treatment is then continued for a period
of at least four months with INH and RMP (3). In the last years, there is more and more
occurrences of the drug-resistant and multi-drug-resistant tuberculosis strains, which
led many researchers to investigate possible alternative treatment options and to
evaluate novel drug targets in the mycobacterial cells. On the other hand, it is important
to study and to understand the mechanisms of drug resistance via precise description of
function of the intracellular drug targets for the currently used chemotherapeutics, and
to study the DNA repair mechanisms that may lead to accelerated rates of acquiring drug

resistance in mycobacteria.

The availability of the M. tuberculosis genome (since 1998(5)), associated protein
annotation as well as advances in the proteomic and structural studies of this important
pathogen had caused significant progress in characterization of novel, potential targets
for anti-TB therapies development. The cornerstone of finding potent targets for future
therapies were the tests of gene essentiality, mainly done via transposon mutagenesis (6,
7), that tested the essentiality of individual genes for the bacterial growth and survival.
Thanks to these tests, during the last decade, there was a wave of studies focusing on
therapeutic interventions targeted on inactivation of essential proteins. An ideal drug
target is considered to be a protein or a molecule that is able to bind and be inactivated
by small molecules, antibodies or recombinant proteins. It is important that the target
protein is absent or differs significantly from a potential orthologue that might be present
in the human host's cell. Due to this precaution, for mycobacteria as well as for other

bacteria, the cell wall metabolism is considered a potent drug target.

The mechanism of action of most currently used antibiotics is based on the
inhibition of bacterial cell wall synthesis. Unfortunately, Mycobacterium tuberculosis is
characterized by a unique architecture of cell wall construction and in this respect differs
significantly from other bacteria, which means that the treatment of tuberculosis and

other mycobacteriosis requires specialized and targeted therapeutic approaches. My
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research on the key protein complexes of Mycobacterium tuberculosis included research
on the protein complex involved in the synthesis of the mycobacterial cell wall (Part 1)

and the complexes involved in RNA degradation and DNA damage repair (Part 2).

The aim of basic research:
To characterize the intracellular role of a protein from M. tuberculosis, encoded by the

rv0008c gene, in the context of its probable involvement in the process of the

mycobacterial cell wall synthesis and antibiotic resistance.

Practical issue:

Cell wall synthesis as a target for anti-tuberculosis therapies.

The unique composition of the mycobacterial cell wall is one of the natural
barriers, that confer the natural resistance to many classically used antibiotics. The
structure contains long, branched fatty acids, so called mycolic acids, characteristic to
mycobacteria and related species. They are responsible for impaired permeability of the
cell wall to many chemicals, impairing penetration of antibiotics and lowering the
efficiency of many anti-tuberculosis therapies. Mycolic acids are considered virulence
factors and play a role in immunomodulation of the host response to infection, supporting
the intracellular survival of the bacterium. Mycolic acids synthesis pathway is currently
targeted for tuberculosis treatment with the use of Isoniazid, first-line anti-TB drug,
routinely used to treat tuberculosis worldwide. Thus, synthesis of the cell wall and
mycolic acids is believed to be amongst the most promising therapeutic targets for novel
effective therapeutic avenues to treat TB infections (8).

The cell wall synthesis occurs in the cell in specific compartments: at cell poles
during the vegetative growth, and at the mid-cell during the cell division. The cell division
and cell wall synthesis associated with bacterial multiplication are fragile and essential
processes, necessary for successful survival and expansion of the bacterium. This makes
them useful for researching valuable drug targets for novel anti-TB drug discovery. The
cell division occurs right after the replication of the bacterial chromosome, during the cell

cycle, and it partially overlaps with DNA segregation to the opposite cell poles. The
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process of bacterial cell division complex formation is possible thanks to the activity of
FtsZ protein, that is a dynamic element of the cytoskeleton and possesses the self-
activating GTPase properties. The FtsZ protein is capable of forming the division ring that
is positioned at mid-cell via complicated regulatory mechanisms (9, 10). The
polymerization of FtsZ is a dynamic process, which can be triggered in vitro, by adding
GTP to purified, concentrated and appropriately buffered FtsZ protein. The FtsZ filaments
bind together to form a ring-like structure, that is positioned just underneath the cell
membrane (11). FtsZ filaments are normally stabilized and attached to the cell membrane
via stabilizing and anchoring proteins — FtsA and ZipA, in Escherichia coli (E. coli). The
growing ring requires co-operative and sequential action of several proteins in order to
synthesize the division compartment that will become new poles of dividing daughter
cells upon coordinated cell wall hydrolysis, necessary for separation of cells. The
counteractive synthesis and hydrolysis activities require complicated orchestration, thus
the order of protein recruitment to the growing ring is essential for the overall successful
division. Any perturbations may result in cell division block or cell lysis and cell death
(12).

Mycobacteria, like in other Actinomycetales, lack a number of cell division proteins
that are otherwise present in many other model bacterial organisms like E. coli or Bacillus
subtilis. The anchoring and stabilizing proteins: FtsA, ZipA and ZapA are absent. One
cannot identify the MinCDE protein complex, that is used by other bacteria to position the
FtsZ division ring at mid-cell for proper cell division. Direct homologues of FtsZ-ring
destabilizing proteins EzrA and SulA are also absent in mycobacteria.

In the work published in the Journal of Bacteriology, thanks to the use of the
bacterial two-hybrid test (b2h) technique, I showed that the CrgA protein from
M. tuberculosis has the ability to interact with FtsZ and is part of the divisome complex
(13). The discovery of the role of CrgA in mycobacterial cells was the subject of my
doctoral thesis, for which I conducted research at the University of Texas in Tyler, USA in
the group of prof. Malini Rajagopalan. In turn, the identification of the role of CwsA in
mycobacterial cells, described in the paper: Plocinski P, Arora N, Sarva K, Blaszczyk E, Qin
H, Das N, Plocinska R, Ziolkiewicz M, Dziadek ], Kiran M, Gorla P, Cross TA, Madiraju M,
Rajagopalan M "Mycobacterium tuberculosis CwsA interacts with CrgA and Wag31, and
the CrgA-CwsA complex is involved in peptidoglycan synthesis and cell shape

determination” in the Journal of Bacteriology, in cooperation between the group of Prof.
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Malini Rajagopalan from the University of Texas at Tyler and from the laboratory headed
by Prof. Jarostaw Dziadek at the Institute of Medical Biology of the Polish Academy of
Sciences in L.6dzZ. Initially, [ observed that the gene encoding the CwsA protein (rv0008c)
is located on the tuberculosis genome in the vicinity of genes for other proteins involved
in the processes of cell division and the synthesis of cell wall elements, the
aforementioned CrgA, the peptidoglycan polymerase complex: PbpA and RodA, and
kinases involved in the regulation of the process. cell division PknA and PknB. Proximity
on the genome and studies of interactions between proteins using b2h techniques and the
co-precipitation technique (called pull-down) using recombinant, purified proteins
allowed me to identify the interaction in the mycobacterial cell between the CrgA and
CwsA proteins. Thanks to the study of interactions between proteins, I characterized the
small protein CwsA with a transmembrane domain in the context of its role in
mycobacterial cells as a component of a protein complex involved in the coordination of

cell division and peptidoglycan synthesis.

nJe

Mpycobacterium tuberculosis CwsA Interacts with CrgA and Wag31,
and the CrgA-CwsA Complex Is Involved in Peptidoglycan Synthesis
and Cell Shape Determination

P. Plocinski,* N. Arora,” K. Sarva,” E. Blaszezyk,® H. Qin,® N. Das,® R. Plocinska,® M. Ziolklewicz,” J. Dziadek,” M. Kiran,” P. Gorla,®
T. A. Cross,” M. Madiraju,” and M. Rajagopalan®

MibeT at Vywer, Bio =diral Resaznch, Tylar, Ti

Laband the Departmant of Charnistry and B Florida State Liniversity, Taflahasses, Florida, USA

Bacterial cell division and cell wall synthesis are highly coordinated processes involving multiple proteins. Here, we show that Rv0008c,
anovel small membrane protein from Mycobacterium tuberculosis, localizes to the poles and on membranes and shows an overall
punctate localization throughout the cell. Furthermore, Rv0008¢ interacts with two proteins, CrgA and Wag31, implicated in pepti-
doglycan (PG) synthesis in mycobacteria. Deletion of the Rv0008¢ homolog in M. smegmatis, MSMEG_0023, caused bulged cell poles,
formation of rounded cells, and defects in polar localization of Wag31 and cell wall synthesis, with cell wall synthesis measured by the
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Tuberculosis 93 51 (2013) 521-527

Contents lists available at ScienceDirect

Tuberculosis

journal homepage: http://intl.elsevierhealth.com/journals/tube

Mycobacterium tuberculosis CwsA overproduction modulates cell division and
cell wall synthesis

P. Plocinski®, L. Martinez®, K. Sarva®, R. Plocinska®, M. Madiraju® and M. Rajagopalan®
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KEYWORDS ABSTRACT
Mycobacterium We recently showed that two small membrane proteins of Mycobacterium tuberculosis, CwsA and
Fisz CrgA, interact with each other, and that loss of CwsA in M. smegmatis is associated with defects in

CwsA
Cell wall synthesis
Cell division

the cell division and cell wall synthesis processes. Here we show that CwsA overproduction also
affected growth, cell division and cell shape of M. smegmatis and M. tuberculosis. CwsA overproduction
in M. tuberculosis led to increased sensitivity to cefsulodin, a penicillin-binding protein (PBP) 1A/1B

B2h protein-protein interaction screening led me to identify Wag31 as an
important partner of interactions with CwsA. Wag31 is a structural element of the
bacterial cytoskeleton that forms a scaffold for the peptidoglycan synthesis machinery at
the mycobacterial cell pole. Both proteins localized to the cell poles and the removal of
CwsA resulted in problems with the formation of Wag31 structures. Both overproduction
or depletion of CwsA caused significant changes in the morphology of mycobacterial cells,
with now presenting bulged or roundish shapes, rather than being typical rods.

While continuing my research on CwsA, I observed that the overproduction or
removal of the CwsA protein from mycobacterial cells caused abnormalities in the
morphology of cells visible under the microscope, which more often assumed a distended
shape instead of maintaining a rod-like shape. On the other hand, the overproduction of
CwsA in E. coli led to the complete loss of the rod-like shape by these bacteria,
transforming into circular cells, which eventually underwent rupture and lysis. This
observation became the basis for the research described in the paper published in the
journal Tuberculosis: Plocinski P, Martinez L, Sarva K, Plocinska R, Madiraju M,
Rajagopalan M. "Mycobacterium tuberculosis CwsA overproduction modulates cell
division and cell wall synthesis". Importantly, the overexpression of CwsA in M.
tuberculosis caused a significant sensitization of mycobacteria to the class Ill

cephalosporin — cefsulodin, measuring the growth inhibition zone with antibiotic disc
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diffusion method. According to the literature, cefsulodin is selectively blocking the Pbp
[A/IB proteins, main peptidoglycan synthesis associated penicillin binding proteins. The
sensitivity of mycobacteria to cephalexin, cefoxitin, imipenem, vancomycin and D-
cycloserine was not affected by the overexpression of CwsA, which may indicate that a
single specific process that is sensitive to cefsulodin, requires CwsA activity. Due to the
fact that the gene for CwsA protein is located next to the PbpA- and RodA-expressing
operon, it is highly probable that the protein is involved in the peptidoglycan synthesis
and that CwsA and Wag31 are engaged in the same process in the cell. Predicted
dependencies amongst cell wall synthesis and cell division proteins in mycobacteria are

depicted in Figure 1.
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Figure 1. The role of CwsA in the regulation of the cell wall peptidoglycan synthesis
process in mycobacterial cells. Legend: z ang. CwsA - cell wall synthesis protein A, Pbp -
penicillin binding protein, fts - filamenting temperature-sensitive proteins, crgA -

coordinating reproductive growth protein A
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1. The discovery and characterization of Rv0008c protein, from now on described as the

CwsA protein (cell wall synthesis protein A) as a protein associated with the cell wall
synthesis in Mycobacterium tuberculosis

2. The identification of the protein-protein interaction between the CwsA and a
scaffolding protein Wag31 and testing the direct effect of CwsA on the peptidoglycan
synthesis complex in mycobacteria

3. The observation of sensitization of M. tuberculosis to cefsulodin, associated with
overexpression of CwsA, proving the intracellular levels of CwsA protein may impact the
antibiotic resistance profile of mycobacteria.

The bacterial proteins associated with the process of cell division and cell wall
synthesis are considered good therapeutic targets. The improved understanding of the
mechanisms of the regulation of cell division and cell wall synthesis may help us to plan
effective strategies to combat mycobacterial infections. Recently described chemical, with
good anti-tuberculosis properties, APYS1, is thought to disturb the interaction between
Wag31 and CwsA proteins, as a mechanism that leads to severe morphological changes in
the shape of the growing cell pole, that eventually leads to cell lysis (14). The reported
phenotypic changes associated with APYS1 mycobacteriocidal activities closely resemble

the phenotypes associated with overproduction of CwsA seen in my work.

The aim of basic research: To characterize the intracellular roles of chosen protein
complexes from M. tuberculosis, participating in the nucleic acids metabolism, in the

context of the synthesis and degradation of RNA and the DNA damage repair.

Practical issue: Elements of nucleic acids metabolism as targets for anti-tuberculosis

therapies.

Mycobacteria, just like any organism, must replicate their genetic material in the

process of DNA replication, transcribe the DNA into RNA, during transcription, and
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translate RNA into proteins in the process of translation. The basic mechanisms of all
these processes are the same in all living cellular organisms. On the molecular level,
however, one can find significant differences between bacteria and eukaryotic cells. This
gives the opportunity to apply chemotherapeutics that specifically block such key cellular
processes, exclusively in the bacterial cell, without harming the human host's cells.
Currently, there are number of different antibiotics available to hinder the process of
translation in bacteria, giving the chance to control the infection and to eradicate bacteria
causing the disease. During the life cycle, any living cell produces and turns over huge
amounts of RNA. The RNA synthesis in the cell is carried by the DNA-dependent RNA
polymerase multiprotein complex, with the ability to bind to DNA. Rifampicin, a first-line
anti-tuberculosis drug used to treat tuberculosis as well as leprosy, has the ability to
specifically block the RpoB subunit of the mycobacterial RNA polymerase. Mutations in
the RpoB coding gene are known to be associated with developing resistance to
rifampicin. Research in the areas of RNA metabolism and mechanisms of acquiring drug

resistance in bacteria are amongst top priorities in mycobacterial research, worldwide.

In the manuscript from 2014, being a part of the habilitation dissertation given to
evaluation, I optimized the method for identification of protein-protein interactions that
exploited the purification of protein complexes with the use of affinity chromatography

coupled with mass spectrometry analysis.

In the 2014 paper Ptocinski P, Laubitz D, Cysewski D, Stodu$ K, Kowalska K,
Dziembowski A. "Identification of protein partners in mycobacteria using a single-step
affinity purification method" from PloS One, which is part of the scientific achievement,
the method of identification of interactions between proteins was optimized by
purification of protein complexes using affinity chromatography coupled with mass
spectrometry. I conducted research during my employment at the Institute of
Biochemistry and Biophysics of the Polish Academy of Sciences, in the group of Prof.
Dziembowski, as part of multi-center cooperation in the "SystemTB" FP7-Health project,

funded by the European Commission.
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a Single-Step Affinity Purification Method CrossMark
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Andrzej Dziembowski'>*
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Abstract

Tuberculosis is a leading cause of death in developing countries. Efforts are being made to both prevent its spread and
improve curability rates. Understanding the biology of the bacteria causing the disease, Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), is thus vital. We have implemented improved screening methods for protein—protein interactions based on
affinity purification followed by high-resolution mass spectrometry. This method can be efficiently applied to both medium-
and high-throughput studies aiming to characterize protein—protein interaction networks of tubercle bacilli. Of the 4 tested
epitopes FLAG, enhanced green fluorescent protein (eGFP), protein A and haemagglutinin, the eGFP tag was found to be
most useful on account of its easily monitored expression and its ability to function as a simultaneous tool for subcellular

One of the key protein complexes under investigation was the DNA-dependent
RNA polymerase. The method was initially optimized on Mycobacteriaum smegmatis
(currently renamed to Mpycolicibacterium smegmatis), a saprophytic cousin of
M. tuberculosis, often used as a model to study chosen cellular processes in mycobacteria.
The study was later expanded to M. bovis BCG, a laboratory strain of bovine tuberculosis.
Four different protein tags were used to be tested as fusion proteins, enabling subsequent
purification of protein complexes on resins coated with specific antibodies against the
tags used. Out of four tags: FLAG, eGFP (enhanced green fluorescent protein),
hemagglutinin and protein A, the eGFP tag was chosen as the optimal one, with good
purification yield, low cost of the resin and low level of background contamination. RpoA,
one of the subunits of the RNA polymerase complex was tested as the bait to purify the
entire holoenzyme. Due to the size of eGFP tag, which is relatively large and could
interfere with the folding or functionality of the tagged protein, the intracellular
localization of the protein had also been tested. In agreement with its natural ability to
bind DNA, the RpoA-eGFP protein co-localized with the bacterial chromosome. Thus, the
use of eGFP was not only good for efficient purification of protein complexes, but also
allowed to visualize the intracellular localization of tested bait proteins, or entire
complexes. The protein complex purification method allowed to purify significant

amounts of the DNA-dependent RNA polymerase and to characterize the surface of
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interaction between individual constituents of the protein complex with the use of cross-

linker, that could be mapped from ms spectra.

The half-life of RNA molecules is relatively very short — on average it is around
few to several seconds. All RNA molecules that are containing any errors or are no longer
needed by the cell must undergo degradation to allow coordinated growth and survival
of the cell (15). The process of RNA degradation is carried out by the RNA degradosome
complex. This essential complex participates in the processes like: maturation of RNA
molecules, influencing the transcriptional proficiency status of mRNA transcripts, small
RNA and antisense RNA mediated transcriptional regulation, activation/inactivation of
riboswitches and transcriptional anti-terminators. Impairment of the maturation or
degradation of RNA may have very serious consequences for the cell survival and
blocking these processes often leads to cell death. The process of RNA elimination and
associated with it recycling of nucleotides is also key to adaptation to changing
environment, when global changes in transcriptomes are necessary to gain new abilities
or functions. Adaptation is considered amongst the main mechanisms that allow
mycobacteria to switch from actively growing forms to latent, metabolically silent forms,
as well as to reactivate to grow and multiply, when the conditions improve. Recently,
there was a manuscript published documenting the use of small molecule chemicals to
inhibit the activity of one of the an essential mycobacterial ribonuclease — RNase E.
Importantly, the second essential ribonuclease involved in global RNA degradation in the
mycobacterial cell — PNPase (polynucleotide phosphorylase), has been recently
recognized as a molecular target for pyrazinoic acid, an active metabolite of
pyrazinamide. Mutations in the gene encoding PNPase were associated with resistance of
mycobacteria to pyrazinamide (16). With the use of the protein complex purification
methodology, exploiting affinity purification coupled with mass spectrometry, in the
work from 2019: Ptocinski P, Macios M, Houghton |, Niemiec E, Ptocinska R, Brzostek A,
Stomka M, Dziadek ], Young D, Dziembowski A. ,Proteomic and transcriptomic
experiments reveal an essential role of RNA degradosome complexes in shaping the
transcriptome of Mycobacterium tuberculosis”, 1 was able to characterize the RNA
degradosome complex in Mycobacterium tuberculosis, published in the high-impact

journal Nucleic Acids Research.
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In the above-mentioned study, I was able to identify the constituents of the core
RNA degradosome in M. tuberculosis, which is formed by two essential ribonucleases:
RNase E and PNPase, as well as by the non-essential RNA helicase — RhIE. Additional
proteins associated with the RNA degradosome complex included a non-essential
ribonuclease RNase ] and two RNA chaperones - CspA and CspB proteins, likely
influencing the RNA folding. Not only I was the first person to show the composition of
the RNA degradosome in mycobacteria, but I also developed a novel method to study
protein- RNA interactions on the global scale. Due to the fact that the mycobacterial RNA
is not efficiently poly-adenylated, the classical methods used to study protein-RNA
association are not applicable for this organism as they rely on binding of the
polyadenylated RNA to oligo-poly-dT coated beads. As an alternative, the method
developed here relied on the ability of mycobacteria to transport and incorporate a
photoactivatable analog of a nucleotide uridine — 4-thiouridine. This nucleotide was
incorporated into the intracellular pool of RNA by the DNA-dependent RNA polymerase,
once transported inside the M. bovis cells. It was then photo-activated with the UV light at
365nm, causing the nucleotide to form covalent cross-links between the RNA and
interacting proteins. Next, the protein-RNA complexes were purified using affinity
chromatography on an ion exchange column, the complexes were recovered, digested

with trypsin and subjected to mass spectrometry analysis. Thanks to developing that
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approach, I was able to show that the RNA degradosome elements, mainly RNase E, RNase
J, PNPase and RhIE interact with RNA in vivo, because the mass spectra were dominated
by the peptides mapping to those proteins in protein-RNA complexes. Additionally, by
exploiting of global RNA sequencing, with the use of lllumina technologies, [ was able to
identify the pool of RNA molecules that are affected by the alteration of RNA degradosome
enzymes RNase E and PNPase, which were down-regulated by the mycobacterial
Cas9/CRISPR system. Most of the above-described experiments were carried out as a
collaboration between three institutions: 1) The Institute of Biochemistry and Biophysics
of the Polish Academy of Sciences, in Warsaw, 2) The National Institute for Medical
Research MRC, in London, 3) The Institute of Medical Biology of the Polish Academy of
Sciences, in Lodz, Poland. Thanks to that research we now documented the composition
and function of the RNA degradosome in M. tuberculosis. This is particularly important, in
the context of possible use of RNA degradosome constituents as drug targets, for future
therapeutic interventions, as well as for improved understanding of the antimicrobial
activity of pyrazinamide, the first-line anti-tuberculosis drug used to treat the disease.
The analysis of the protein complexes with the use of affinity chromatography
coupled with mass spectrometry appeared very helpful for the studies of DNA damage
repair in mycobacteria. These processes are directly linked to the phenomena of genetic
diversity, mutagenesis and acquiring drug-resistance by the bacterium. In the previously
mentioned work published in PLOS One, in 2014, I used the elements of the nucleotide
excision repair pathway to be able to track, in real time, the process of DNA damage repair
inside the mycobacterial cell. Using the UvrA-eGFP fusion protein as bait, expressed in
M. bovis, | was able to confirm the formation of DNA integrity scanning complex UvrA-
UvrB. When inducing the DNA damage by exposing the cells to UV light at 254 nm, the
scanning complex quickly dissociated, within 5 minutes after exposure and re-associated
within 30 minutes following the exposure to UV, inducing DNA damage. The technique
presented here was proven useful to study dynamic processes involving activity of

protein complexes, while carrying their physiological roles inside the cell in real time.

The same methodology to study protein-protein interactions was found very
valuable for the prediction of function of elements of the operon LigC- Prim-PolC, engaged
in the processes of DNA damage repair in the manuscript Ptocinski P, Brissett NC, Bianchi
], Brzostek A, Korycka-Machata M, Dziembowski A, Dziadek ], Doherty A], ,DNA Ligase C

and Prim-PolC participate in base excision repair in mycobacteria”. In the high-impact
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journal — Nature Communications, I and co-workers were able to document, for the first
time, the activity of an ATP-dependent DNA ligase — LigC and associated with it
primase/polymerase from the AEP (archaeo-eukaryotic primase/polymerase) in the

bacterial base excision repair (BER) pathways.

ARTICLE

DNA Ligase C and Prim-PolC participate in base
excision repair in mycobacteria

Przemystaw Plociriski'2, Nigel C. Brissett!, Julie Bianchi'#, Anna Brzostek2, Matgorzata Korycka-MachataZ2,
Andrzej Dziembowski3, Jarostaw Dziadek? & Aidan J. Doherty’

Prokaryotic Ligase D is a conserved DNA repair apparatus processing DNA double-strand
breaks in stationary phase. An orthologous Ligase C (LigC) complex also co-exists in many

LigC protein and Prim-PolC, as well as with the BER system elements:
endonuclease 1V, both paralogues of exonuclease Ill (Exolll and XthA) and glycosylases
FPG and MPG. In addition to protein-protein interaction studies, | was able to determine
the substrate specificity of both Prim-PolC and LigC with the use of DNA binding assay
EMSA, measuring retardation of DNA-protein complexes in polyacrylamide gels. DNA
extension and DNA ligation assays were also carried out to confirm the observed
substrate specificity for both enzymes and they were carried out using DNA substrates
mimicking the DNA damage intermediates normally repaired via BER system. Numerous
proteins from the BER system were purified as recombinant enzymes for this work, and
this allowed to reconstitute the complete DNA repair pathway in vitro. For that purpose,
oligonucleotide DNA substrates containing a typical BER damage, 8-oxo-guanine, in the
central part of the oligonucleotide, were initially interacted with the FPG glycosylase,

followed by treatment with endonuclease IV (alternatively exonuclease I11), Prim-PolC
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and LigC. Thanks to the individual activities of the recombinant enzymes, the DNA damage
was completely repaired with sequential removal of the damaged nucleotide,
dephosphorylation of 3'-end of the site of DNA damage, fill-in reaction carried out by
Prim-PolC and eventual ligation of the now repaired fragment with the activity of LigC.
This resulted in the recovery of DNA strand continuity and integrity. Prim-PolC was also
purified in large quantities as recombinant protein, by subsequent use of nickel metal ion
affinity chromatography (allowing binding of poly-histidine tag of the protein to the nickel
coated agarose beads), ion exchange chromatography and gel filtration chromatography.
High-purity protein was able to form protein crystals in a few out of hundreds of
crystallization conditions tested, including one condition designed for protein-DNA co-
crystallization. Eventually, both the apoenzyme as well as the DNA and cofactor bound
enzyme forms were crystalized and the corresponding structures were solved. This is
particularly important in the context of our understanding of the role of Prim-PolC and
related AEP enzymes in the mycobacterial cell, as this may help with planning specific
inhibitors to block the enzymatic activities of this class of enzymes. Mycobacterium
tuberculosis encodes the information for four such enzymes, which are all considered
error-prone and responsible for introducing mutations at relatively high rate, influencing
the genetic diversity of the bacterial population and potentially also participating in the
process of acquiring resistance to antibiotics.

The above-described manuscripts being a part of the scientific achievement all
provide important pieces of knowledge about protein complexes, protein-protein and
protein-nucleic acids interactions that are key to survival and multiplication of the human

pathogen — Mycobacterium tuberculosis.

1. The discovery and characterization of the RNA degradosome protein complex, essential

for RNA metabolism in mycobacterial cells,

2. Description of the pool of transcripts, that change significantly in mycobacterial cells

with altered levels of the essential RNA degradosome constituents,
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3. The discovery and characterization of roles of LigC and Prim-PolC protein complex in
the DNA repair pathways in acid fast mycobacteria, as a new branch of the base excision

repair,

4. Solution of the crystal structure of the Prim-PolC apoenzyme and in complex with the

DNA substrate.

PNPase and RNase E are absolutely essential for the survival of mycobacterial cells
and are considered good therapeutic targets for planning future anti-tuberculosis
interventions. The above-described research contributes significantly to our
understanding of their roles in mycobacterial cells but also to better understanding of the
mechanism of action of pyrazinamide, a first-line anti-tuberculosis drug. PNPase is found
to be a molecular target for an active metabolite of pyrazinamide. The results presented
here provide innovative methodologies, helpful in research studies on protein-protein
and protein-nucleic acids interactions, that are not only exclusive to mycobacterial
research, but may be applied to other organisms. The work carried on Prim-PolC may
result in future discoveries of therapies that will rely on inhibition of the activities of AEP

enzymes in mycobacteria as novel antibacterial therapies.

1. Research grant from the National Science Center, Republic of Poland, SONATA 10,
2015/19/D/NZ1/02842 [The role of core RNA decay machinery in regulation of
metabolism of Mycobacterium tuberculosis]; Role in the project: principle
investigator, project completed

2. Research grant from The Polish Ministry of Science and Higher Education (currently
The Polish Ministry of Education and Science), Mobility Plus III, 1073/MOB/2013/0
[The role of bacterial AEP type primases and DNA ligases in the DNA repair in

Mycobacterium]; Role in the project: principle investigator, project completed
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All the above-mentioned publications in Part 1 and in Part 2, being a part of the

publication series given to be evaluated, present experiments that had some significant
impact on our understanding of individual roles of several protein-protein or
proteinnucleic acids complexes in the physiology and bacterial metabolism. Presented
here manuscripts have an added value of describing novel methodologies for
identification and evaluation of proteins as future molecular targets for anti-tuberculosis
therapies. This will aid our understanding of the nature and sources of mechanisms
partaking in adaptation of bacteria to changing growth environment and, in the long run,
the research will help to plan novel therapeutic avenues, or to explain the mechanisms of
action of currently used anti-tuberculosis drugs, to limit the tuberculosis burden in

millions of people worldwide.
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Before obtaining the PhD degree

My master's thesis entitled: "The influence of prolactin on the replication of
Toxoplasma gondii in vitro" was conducted under careful supervision of Prof. dr hab.
Henryka Dtugonska, in the Department of Immunoparazitology, part of the Department
of Immunology and Infectious Biology at the University of £.0dz. As a part of my master's
thesis project, I was involved in the investigation of the roles of human steroid and non-
steroid hormones at the rate and dynamics of replication of the human parasite
Toxoplasma gondii in the in vitro culturing conditions. I contributed to the work on the
influence of human sex hormones as modulators of the immunological response to
infection with T. gondii [Ptocinski et al. 2007; Dzitko et al. 2010]. During my studies, I
applied for and was selected to participate as an IAESTE scholar, which allowed me
practicing for two months at the Robert Koch Institute, Wernigerode, Germany, at the
National Reference Centre for Salmonella and other Enteric Pathogens, where 1 was
involved in epidemiological studies on human intestinal pathogens. Work conducted
during my master's project resulted in one manuscript describing experimental work and

in one review article.
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Legend: person presenting the results

During my PhD project I have changed the research model to Mycobacterium
tuberculosis. It allowed me to take advantage of the knowledge and experience I have
gathered while working with T. gondii, which just like M. tuberculosis, is mainly an
intracellular pathogen, infecting huge number of humans worldwide. Both pathogens,
besides the obvious differences, with the first one being a protozoan parasite, and the
second being a bacterium, trigger similar pathways of immune response in infected
individuals. I started working with M. tuberculosis in 2007, when I joined the group of
Prof. Malini Rajagopalan working in the Research Centre by the university hospital at the
University of Texas, Health Science Center at Tyler, in Tyler, Texas, USA. My PhD thesis
was entitled: "Characterization of Mycobacterium tuberculosis CrgA as a novel protein
involved in septal cell wall synthesis" and it described the role of CrgA protein as a protein
involved in cell division and cell cycle in mycobacteria. The experimental work involved
generation of an M. tuberculosis mutant strain, with deleted CrgA gene, and the resulting
strain was characterized phenotypically with determination of cell survival on
microbiological media. The analyses included antibiotic sensitivity testing and testing the
ability of CrgA mutant to infect THPI cells — a monocyte-macrophage like cell line. With
the aid of fluorescent microscopy [ was able to document the intracellular localization of

CrgA-eGFP inside the mycobacterial cell, which was tethered to the mid-cell division ring.
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[ was able to show direct interaction between CrgA and FtsZ proteins as well. The
experimental work was summarized in a manuscript published in Journal of Bacteriology
[Plocinski et al.201 1].

In parallel to working with CrgA, I was also involved in a project describing the
intracellular role of the ClpX protease in the regulation of the cell division process and its
interaction with FtsZ protein in mycobacteria [Dziedzic et al. 2010]. I partook in studies
on the two component signal transduction systems and natural drug resistance
mechanisms associated with these pathways. I continued to work on these subjects after
finalizing my PhD project. I defended my PhD thesis in October of 2011 at the Institute of
Medical Biology of the Polish Academy of Sciences in Lodz, Poland, with honors and I later
received the prize from the Scientific Board of the Institute of Medical Biology, for
outstanding PhD thesis.

Mamusertpts:

1. Dziedzic R, Kiran M, Plocinski P, Ziolkiewicz M, Brzostek A, Moomey M, Vadrevu IS,
Dziadek ], Madiraju M, Rajagopalan M. Mycobacterium tuberculosis ClpX interacts with
FtsZ and interferes with FtsZ assembly. PLoS One. 2010 Jul doi:
10.1371/journal.pone.0011058.

2. Plocinski P, Ziolkiewicz M, Kiran M, Vadrevu S, Nguyen HB, Hugonnet Veckerle C,
Arthur M, Dziadek ], Cross TA, Madiraju M, Rajagopalan M. Characterization of CrgA, a
new partner of the Mycobacterium tuberculosis peptidoglycan polymerization
complexes. ] Bacteriol. 2011 Jul;193(13):3246-56. doi: 10.1128/]B.00188-11. Epub
2011 Apr 29.

1. Dziedzic R., Kiran M., Ptocinski P., Madiraju M.V.M., Rajagopalan M. ,Regulation of
cell division in Mycobacterium tuberculosis". MICROBIOT 2008 The 1st Workshop
on Microbiology in Health and Environmental Protection, September 2008, 1.6dZ,
plakat.

2. Dziedzic R., Kiran M., Plocinski P., Brzostek A., Guzek M., Dziadek J., Madiraju M.V.M.,
Rajagopalan M., FtsZ — ClpX interaction and its role in the cell division process in
Mycobacterium tuberculosis". Texas Tuberculosis Researcher Symposium, February

2009, Houston, USA, plakat,
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3. Dziedzic R., Kiran M., Plocinski P., Zi6étkiewicz M., Brzostek A., Moomey M Vadrevu
1., Dziadek ]., Madiraju M.V.M., Rajagopalan M. ,Mycobacterium tuberculosis ClpX
interacts with FtsZ and interfers with FtsZ assembly” 110th General meeting of
American Society for Microbiology, May 2010, San Diego, USA, plakat,

4. Plocinski P., Kiran M., Nguyen H., Dziedzic R., Cross T., Ziotkiewicz M. Brzostek A.,
Dziadek J. , Madiraju M.V.M., Rajagopalan M. ,Mycobacterium tuberculosis protein
Rv0011c: Interaction with FtsZ and role in cell division" 110th General meeting of

American Society for Microbiology, May 2010, San Diego, USA, plakat,

1. ZPORR, Action 2.6: Scholarships supporting innovative research of PhD students
,Badania nad regulacja podziatu komérkowego u Mycobacterium tuberculosis"
[Studies on the regulation of cell division proces in Mycobacterium tuberculosis]
University of Lodz, 2009. Role in the project: principle investigator, project
completed.

2. Projects granted by the NIH (National Institutes of Health): ,Mycobacterium
tuberculosis cell division and proliferation”, grant No: ROI-A148417; and
»Mycobacterium tuberculosis replication and proliferation”, grant No: ROIA1084734,
University of Texas, Health Science Center. Role in projects: investigator, projects

completed.
After obtaining the PhD degree.

Once I have returned from the United States of America I have joined the group led
by Prof. dr hab. Andrzej Dziembowski at the Institute of Biochemistry and Biophysics of
the Polish Academy of Sciences in Warsaw. I took part in a large international initiative —
SystemTB, were my role was to study protein complexes involved in key processes inside
the mycobacterial cells, with the overall aim at finding new molecular targets for
innovative therapies to fight tuberculosis [Plocinski et al. 2014; Machova et al. 2014]. |
continued to work on protein-protein interactions during both of my post-doctoral stays
in British institutes — The National Institute for Medical Research, Medical Research
Council, invited by Prof. Douglas Young and while in the Genome Damage and Stability

Centre, Medical Research Council, at the University of Sussex, in Prof. Aidan Doherty's
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group. In Sussex I was founded by the scholarship from the Polish Ministry of Science and
Higher Education — Mobility Plus IIl. The projects were related to studies on RNA
degradation and DNA repair mechanisms in bacteria, but also in higher organisms,
including humans. I was responsible for finding the protein interaction partners for the
phosphopyruvate carboxykinase in M. tuberculosis, the analysis of proteomic data
assessing the mycobacterial receptors interacting with the human interleukin 8. My
involvement in collaborative initiatives resulted in some influential, highly-ranked
research [Machova etal. 2014, Bartlett etal. 2016, Dziadek et al. 2016], including the work
published in Nature Communications on the discovery of a mycobacterial DNA mismatch
repair system. This work was particularly important as this was the first report ever in
Actinobacteriaceae, showing the presence of an operational mismatch repair pathway,
which was considered completely absent in this group of bacteria until then [Castaneda-

Garcia et al. 2017].

1. Machova 1, Snasel ], Zimmermann M, Laubitz D, Plocinski P, Oehlmann Singh M,
Dostal ], Sauer U, Pichova l. Mycobacterium tuberculosis phosphoenolpyruvate
carboxykinase is regulated by redox mechanisms and interaction with thioredoxin.
] Biol Chem. 2014 May 9;289(19):13066-78. doi:10.1074/jbc.M113.536748. Epub
2014 Mar 21.

2.  Bartlett EJ, Brissett NC, Plocinski P, Carlberg T, Doherty AJ. Molecular basis fo DNA
strand displacement by NHE] repair polymerases. Nucleic Acids Res. 2016 Mar doi:
10.1093/nar/gkv965. Epub 2015 sep 23.

3. Dziadek B, Brzostek A, Grzybowski M, Fol M, Krupa A, Kryczka ], Plocinski P,
Kurdowska A, Dziadek ]. Mycobacterium tuberculosis AtsG (Rv0296c), Glml]
(Rv1018c) and SahH (Rv3248c) Effectors and Contribute to 2016 Feb 2016.

4. Castafieda-Garcia A, Prieto Al, Rodriguez-Beltran ], Alonso N, Cantillon D, Costas C,
Pérez-Lago L, Zegeye ED, Herranz M, Plocinski P, Tonjum T, Garcia de Viedma D,
Paget M, Waddell S], Rojas AM, Doherty AJ, Blazquez ]. A non-canonical mismatch
repair pathway in prokaryotes. Nat Commun. 2017 Jan 27;8:14246. doi:
10.1038/ncomms14246.
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1. Plocinski P., Laubitz D., Cichocki B., Cysewski D., Malinowska A., Dziembowski A.

,High-throughput Analysis of Mycobacterial Interactome". EMBO conference
TUBERCULOSIS 2012, September 2012, Paris, France, poster presentation,
2. Plocinski P, Macios M, Niemiec E, Houghton ], Young D, Dziembowski A.

»,Degradosome as one of the major RNA processing complexes in Mycobacteria", July
2014 — invited speaker during the 60-th anniversary of the Acid Fast Club, Robert
Koch Institute, Berlin, Germany,

3. Plocinski P. ,Degradosome as one of the major RNA processing complexes in
Mycobacteria”, 2015 - invited speaker during "Work in Progress" lecture series,
School of Life Sciences, University of Sussex, Brighton, The U.K,

4. Plocinski P, Brissett N, Korycka-Machata M, Brzostek A, Dziembowski A, Dziadek ],
Doherty A. ,Prim2 and LigC are involved in stationary-phase base excision repair in
mycobacteria”, 2015, Annual Life Sciences Retreat 2015, Brighton, The U.K., poster
presentation, won prize for the best poster in post-doc category.

5. Plocinski P. ,DNA repair systems of tubercle bacilli — new perspective". September
2016 - invited speaker during the V Congress on Genetics in Lodz, Poland

6. Plocinski P. ,Degradosome as one of the major RNA processing complexes in
Mycobacteria", Mikrobiot Conference 2017, Lodz, Poland, oral presentation,

7. Brzostek A. Plocinski P., Dziadek ]. ,DNA repair in the pathogenicity of tubercle
bacilli". September 2017, 7th International Weigl Conference, Lviv, Ukraine, poster
presentation

8. Plocinski P. ,An essential role of RNA degradosome complexes in shaping the
transcriptome of Mycobacterium tuberculosis”. Global Summit on Microbiology and
Virology 2019, Prague, Czech Republic, oral presentation.

Legend: person presenting the results

1. PPN/BIL/2018/1/00206/U/00004 Exploration of functional complexes in
mycobacteria for novel anti-TB drug discovery; bilateral exchange program
POLONIUM, together with the Institute of Pharmacology and Structural Biology, in

Tuluse, France, Role in the project: coordinator
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2. Research grant from the National Science Center, Republic of Poland, SONATA 10,
2015/19/D/NZ1/02842 [The role of core RNA decay machinery in regulation of
metabolism of Mycobacterium tuberculosis]; Role in the project: principle
investigator, project completed

3. Research grant from The Polish Ministry of Science and Higher Education (currently
The Polish Ministry of Education and Science), Mobility Plus III, 1073/MOB/2013/0
[The role of bacterial AEP type primases and DNA ligases in the DNA repair in
Mycobacterium]; Role in the project: principle investigator, project completed

4. FP7-HEALTH 241587 SystemTB (Systems biology of Mycobacterium tuberculosis)

FP7 European Commission; Role in the project: investigator, project completed.

Amongst my area of research interests I must also list the mycobacterial two
component signal transduction systems. Thanks to my skills in the bioinformatics analysis
of high-throughput transcriptomic and proteomic data I contributed significantly to the
identification of intracellular roles of some of the proteins involved in signal transduction
in mycobacteria [Plocinska et al. 2012, Dadura et al. 2017, Antczak et al. 2018, Plocinska
etal. 2022].

1. Plocinska R, Purushotham G, Sarva K, Vadrevu IS, Pandeeti EV, Arora N, Plocinski P,
Madiraju MV, Rajagopalan M. Septal localization of the Mycobacterium tuberculosis
MtrB sensor kinase promotes MtrA regulon expression. | Biol Chem. 2012 Jul
6;287(28):23887-99. doi: 10.1074/jbc.M112.346544. Epub 2012 May 20.

2. Antczak M, Ptocinska R, Plocinski P, Rumijowska-Galewicz A, Zaczek A, Strapagiel D,
Dziadek ]. The NnaR orphan response regulator is essential for the utilization of
nitrate and nitrite as sole nitrogen sources in mycobacteria. Sci Rep. 2018 Dec
3;8(1):17552. doi: 10.1038/s41598-018-35844-z.

3. Dadura K, Plociniska R, Rumijowska-Galewicz A, Plocinski P, Zaczek A, Dziadek B,
Zaborowski A, Dziadek ]J. PdtaS Deficiency Affects Resistance of Mycobacteria to
Ribosome Targeting Antibiotics. Front Microbiol. 2017 Nov 3;8:2145. doi:
10.3389/fmicb.2017.02145. eCollection 2017.

4. Ptocinska R, Wasik K, Ptocinski P, Lechowicz E, Antczak M, Btaszczyk E, Dziadek B,
Stomka M, Rumijowska-Galewicz A, Dziadek ]. The Orphan Response Regulator
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Rv3143 Modulates the Activity of the NADH Dehydrogenase Complex (Nuo) in
Mycobacterium tuberculosis via Protein-Protein Interactions. Front Cell Infect

Microbiol. 2022 Jun 28;12:909507. doi: 10.3389/fcimb.2022.909507.

Rajagopalan M., Plocinska R., Gorla P., Sarva K., Vadrevu 1., Pandeeti E., Arora N,,

Plocinski P., Madiraju M. ,Mycobacterium tuberculosis MtrB sensor kinase septal
localization and the expression of MtrA response regulator targets”. EMBO
conference TUBERCULOSIS 2012, September 2012, Paris, France, poster
presentation.

Antczak M., Ptocihska R., Ptocifiski P., Rumijowska-Galewicz A., Dziadek ]. [The role of
regulatory proteins MSMEG 5784 and MSMEG_0432 in nitrogen metabolism in
Mycobacterium smegmatis] The III Polish Conference of PhD Students of Life Sciences
BioOpen. 11-12.05.2017, Lodz, Poland, poster presentation.

Antczak M., Ptocihska R., Ptocifiski P., Dadura K., Dziadek J. [The role of MSMEG_0432

regulatory protein of Mycobacterium smegmatis in nitrogen metabolism]. 4th
Workshop on Microbiology in Health and Environmental Protection MIKROBIOT
2017.19-21.09.2017, Lodz, Poland, poser presentation.

Dadura K., Rumijowska-Galewicz A., Lewandowska K., Zaczek A. Ptocifiska R,

Ptocifiski P., Antczak M., Dziadek ]. [PdtaS deficiency affects resistance of
mycobacteria to ribosome targeting antibiotics]. 4th Workshop on Microbiology in
Health and Environmental Protection MIKROBIOT 2017, 19-21.09.2017, Lodz,

Poland, poster presentation.

Currently, I continue research on DNA repair and RNA degradation as part of the

SONATA (completed), Opus (2020-2024) and SONATA BIS (2020-2025) projects, of

which I am the Principal Investigator. The processes of nucleic acids metabolism are

extremely important for the survival of every living cell [Ptocinska et al. 2017]. In 2020, I

established cooperation with Prof. Nicolai van Oers from the University of Texas

Southwestern Medical Center, Dallas, TX, with whom we summarized the information

available in the scientific literature on the regulation of mycobacterial transcription by

small non-coding RNAs [Coskun et al. 2021]. In the same year, [ started cooperation with

the group of Prof. dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwinska on the study of the effect of
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histone-like bacterial DNA-binding proteins in mycobacteria, in which I performed
transcriptomic analyzes of strains devoid of the tested proteins under normoxic and
hypoxic conditions [Kotodziej et al. 2021]. Currently, maintaining cooperation with the
group of prof. Doherty, with whom I did a long-term postdoctoral fellowship, continues to
work on DNA damage repair mechanisms in mycobacteria. Further research on the Prim-
PolC enzyme resulted in publications [Brissett et al. 2020], for which I prepared some of
the genetic constructs and tested the activity of mutated variants of the PrimPolC protein.
Together with Dr. Anna Brzostek, | was the leader in research on describing the RecA-
dependent and RecA-independent response to inducing DNA damage in mycobacteria
described in the paper from 2021 [Brzostek, Plocinski et al. 2021]. Basic research on DNA
repair processes provides information on evolutionarily conserved mechanisms common
to bacterial cells and higher organisms. These processes are related, for example, to the
mechanisms of carcinogenesis and aging, important problems of biology and medicine on

a national and global scale.

1. Ptocinniska R, Korycka-Machata M, Plocinski P, Dziadek ]. Mycobacterial DNA
Replication as a Target for Antituberculosis Drug Discovery. Curr Top Med Chem. 2017
Jun 16;17(19):2129-2142. doi: 10.2174/1568026617666170130114342. Review article.

2. Coskun FS, Plocinski P, van Oers NSC. Small RNAs Asserting Big Roles in Mycobacteria.
Noncoding RNA. 2021 Oct 29;7(4):69. doi: 10.3390/ncrna7040069. Review article.

3. Kotodziej M, fLebkowski T*, Plocinski P*, Hotéwka ], Pasciak M, Wojta$ B, Bury K,
Konieczny |, Dziadek ], Zakrzewska-Czerwinska J. Lsr2 and Its Novel Paralogue Mediate
the Adjustment of Mycobacterium smegmatis to Unfavorable Environmental Conditions.
mSphere. 2021 May 12;6(3):e00290-21. doi: 10.1128/mSphere.00290-21. [* - authors
contributed equally]

4. Brissett NC, Zabrady K, Ptocinski P, Bianchi ], Korycka-Machata M, Brzostek A, Dziadek
J, Doherty AJ. Molecular basis for DNA repair synthesis on short gaps by mycobacterial
Primase-Polymerase C. Nat Commun. 2020 Aug 21;11(1):4196. doi: 10.1038/s41467-
020-18012-8.
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5. Brzostek A*, Plocinski P*, Minias A, Ciszewska A, Gasior F, Pawelczyk |, Dziadek B,
Stomka M, Dziadek ]. Dissecting the RecA-(In)dependent Response to Mitomycin C in
Mycobacterium tuberculosis Using Transcriptional Profiling and Proteomics Analyses.
Cells. 2021 May 11;10(5):1168. doi: 10.3390/cells10051168. [* - authors contributed
equally]

6. Plocinski P, Dziadek J. New players of DNA excision repair in mycobacteria. Annual
Report of the Polish Academy of Sciences. 2018: 62-64. ISSN 1640-3754. Popular science

article.

1. 22-23 July 2023, scientific conference Gordon Research Seminars Tuberculosis Drug
Discovery and Development, Barcelona, Spain, "Towards deciphering the role of SRAP
Proteins Associated with DNA Damage Repair in Mycobacterium". Gasior F., Ptocinski P.,

Dziadek ]., Brzostek A. - poster presentation.

2. 22-23 July 2023 scientific conference Gordon Research Seminars Tuberculosis Drug
Discovery and Development, Barcelona, Spain, "Mycobacterial RNA decay machinery as a

target for the development of future antimicrobials". Lavrynchuk Y., Skibinski ],

Wtodarczyk M., Dziadek J., Chmiela M., Ptocinski P. - poster presentation.

3.September 15-17, 2022. XXIX Congress of the Polish Society of Microbiologists, Warsaw,
Poland, "Assessment of the efficiency of the trans-translation process in Mycobacterium
tuberculosis in the light of the anti-mycobacterial activity of pyrazinamide". Lavrynchuk

Y, Plocinski P, Chmiela M. - poster presentation.

4. September 15-17,2022. XXIX Congress of the Polish Society of Microbiologists, Warsaw,
Poland, "Study of the activity of bacterial helicase from the DEAD family, in the context of
the search for new antimicrobial drugs to combat drug-resistant Helicobacter pylori
infections." Skibinski ], Plocinski P, Rudnicka K, Zarzecka U, Chmiela M. - oral

presentation.
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5. June 27-30, 2022. VI Polish Genetics Congress, Krakow, Poland, "Functional analysis of
a potential DNA repair protein Msmeg 1891 in Mycobacterium smegmatis". Gasior F.,
Plocinski P., Dziadek ]., Brzostek A. - oral presentation.

6. June 28-29, 2021, ESM 41st Annual Congress (Virtual), "Determination of the
Msmeg_ 1891 role in response to DNA damage in M. smegmatis". Gasior F., Plocinski P.,

Dziadek J., Brzostek A. - poster presentation.

7. 2 December 2019, Macro-faculties in micro-biology, Warsaw, Poland. "Involvement of
the Msmeg 1891 protein in the DNA damage response in M. smegmatis". Gasior F.,

Plocinski P., Dziadek J., Brzostek A. - poster presentation.

1. Research grant from the National Science Center, Republic of Poland, Opus 17,
2019/33/B/NZ1/02770 [Deciphering the role of putative protein factors involved in
the mycobacterial DNA strand break repairs] Role in the project: principle
investigator, project ongoing

2. Research grant from the National Science Center, Republic of Poland, SONATA BIS,
2019/34/E/NZ1/00338 [Structural insights into the involvement of the RNA
degradosome in trans-translation in the light of the antimicrobial activity of
pyrazinamide - perspectives for anti(myco)bacterial drug discovery.] Role in the
project: principle investigator, project ongoing

3. Research grant from the National Science Center, Republic of Poland, SONATA 10,
2015/19/D/NZ1/02842 [The role of core RNA decay machinery in regulation of
metabolism of Mycobacterium tuberculosis]; Role in the project: principle

investigator, project completed

Thanks to the skills I have acquired in the area of bioinformatics analysis of
transcriptomic and proteomic data, I often engage in scientific cooperation in research
going beyond my main scientific interests, which is the metabolism of tuberculosis nucleic
acids. As part of internal cooperation at the Institute of Medical Biology of the Polish
Academy of Sciences in t.6dz, | conducted, among others, analysis of transcriptomic data
from Mycobacterium tuberculosis cultured in the presence of cholesterol [Pawetczyk et al.

2021], inhabiting human macrophages [Kawka et al. 2021] or mycobacteria treated with
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innovative growth inhibitors [Korycka-Machata et al. 2022]. For the group of Prof. dr hab.
Jerzy Diugonski from the University of Lodz, I conducted proteomic analyzes for the
species identification of fungi producing an enzyme of potentially great importance for
industry [Goralczyk et al. 2020] and in working with the group of dr hab. Joanna Boncela,
prof. IBM PAN, I identified in the mass spectra of the IBM PAN a variant of the human
Neuromedin U peptide responsible for an interesting phenotypic effect in the context of
carcinogenesis and tumor metastasis [Przygodzka et al. 2021].

Mamoseriptss
1. Pawetczyk ], Brzostek A, Minias A, Plocinski P, Rumijowska-Galewicz A, Strapagiel D,
Zakrzewska-Czerwinska ], Dziadek |]. Cholesterol-dependent transcriptome remodeling
reveals new insight into the contribution of cholesterol to Mycobacterium tuberculosis

pathogenesis. Sci Rep. 2021 Jun 11;11(1):12396. doi: 10.1038/s41598-021-91812-0.

2. Kawka M, Brzostek A, Dzitko K, Kryczka ], Bednarek R, Ptocinska R, Plocinski P,
Strapagiel D, Gatkowska ], Dziadek ], Dziadek B. Mycobacterium tuberculosis Binds Human
Serum Amyloid A, and the Interaction Modulates the Colonization of Human Macrophages
and the Transcriptional Response of the Pathogen. Cells. 2021 May 20;10(5):1264. doi:
10.3390/cells10051264.

3. Korycka-Machata M, Kawka M, Lach |, Ptocinska R, Bekier A, Dziadek B, Brzostek A,
Plocinski P, Strapagiel D, Szczesio M, Gobis K, Dziadek ]. 2,4-Disubstituted pyridine
derivatives are effective against intracellular and biofilm-forming tubercle bacilli. Front

Pharmacol. 2022 Nov 10;13:1004632. doi: 10.3389/fphar.2022.1004632.

4. Goralczyk-Binkowska A, Jasinska A, Dtugonski A, Plocinski P, Dtugoniski J. Correction:
Laccase activity of the ascomycete fungus Nectriella pironii and innovative strategies for
its production on leaf litter of an urban park. PLoS One. 2020 May 14;15(5):e0233553.
doi: 10.1371/journal.pone.0233553.

5. Przygodzka P, Sochacka E, Soboska K, Pacholczyk M, Papiewska-Pajgk I, Przygodzki T,
Plocinski P, Ballet S, De Prins A, Boncela J. Neuromedin U induces an invasive phenotype
in CRC cells expressing the NMUR2 receptor. ] Exp Clin Cancer Res. 2021 Sep 7;40(1):283.
doi: 10.1186/s13046-021-02073-8.
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Since January 2020, I have been involved in a project implemented at the
Department of Immunology and Infectious Biology of the Faculty of Biology and
Environmental Protection of the University of Lodz, in the research group of Prof. dr hab.
Magdalena Mikolajczyk-Chmiela. The project entitled "Multifunctional biologically active
composites for use in regenerative medicine of the skeletal system" was awarded as part
of the TEAM-NET competition of the Polish Science Foundation financed by the European
Union. Through a competition, [ assumed the role of the Young Research Team Leader in
this project and took up the challenge of coordinating the work of the project team of the
University of Lodz in substantive aspects, with the support of a member of the project
steering committee - Dr. Karolina Rudnicka. The project is implemented on the basis of
multi-center cooperation, in a scientific consortium led by the team of Prof. dr hab. Eng.
Andrzej Trochimczuk from the Wroctaw University of Technology, together with the
group of Prof. dr hab. Eng. Agnieszka Sobczak-Kupiec from the Cracow University of
Technology and the group of Dr. Eng. Monika Biernat from the Institute of Ceramics and
Building Materials of the Lukasiewicz Research Network based in Warsaw. Thanks to our
research group obtaining funding for an additional research task in the project, the
research is continued until the end of September this year. So far, the cooperation of the
entire consortium has resulted in at least 28 scientific publications and 11 patent
applications, and the vast majority of these works have been carried out in cooperation
with at least 2 out of 4 consortium partners. The research concerned the development of
innovative polymer-ceramic-based biomaterials for use in regenerative medicine for the
treatment of bone tissue defects. My involvement in research on biomaterials was
developed through scientific cooperation of our team with the group of Prof. dr hab.
Sylwia Rodziewicz-Motowidto from the University of Gdansk and the group of dr hab. Eng.
Katarzyna Nawrotek from the Lodz University of Technology. The research mainly
concerned cytocompatibility, biocompatibility and bioefficiency analyzes as normative
tests based on the ISO 19993 standard system and included in vitro and in vivo tests on
house mouse and brown rat models. Involvement in the TEAM-NET project motivated me
to gain additional qualifications, such as the right to conduct experiments on animals or
to undergo training in conducting clinical trials, which is necessary for the future
commercialization of the solutions currently being developed in our research.

Besides working on mycobacterial models, I have recently gotten involved in the

project entitled “Multifunctional composites biologically active for applications in
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regenerative medicine of bone system”. The project is carried out within the TEAM NET
program supported by the Foundation for Polish Science. I am using my knowledge and
experience in protein purification, proteomics and transcriptomics analyses to aid the
engineers in producing highly biocompatible and safe scaffolds for treatment of bone
injury. The research involves production and incorporation of various recombinant
growth factors, testing the cytotoxicity and biosafety of various polymer based materials
that can support bone regeneration.
.
1. Urbaniak MM, Gaziniska M, Rudnicka K, Ptocinski P, Nowak M, Chmiela M. In Vitro and
In Vivo Biocompatibility of Natural and Synthetic Pseudomonas aeruginosa Pyomelanin
for Potential Biomedical Applications. Int ] Mol Sci. 2023 Apr 25;24(9):7846. doi:
10.3390/ijms24097846.

2. Biernat M, Szwed-Georgiou A, Rudnicka K, Ptocinski P, Pagacz ], Tymowicz- Grzyb P,
Wozniak A, Wtodarczyk M, Urbaniak MM, Krupa A, Rusek-Wala P, Karska N, Rodziewicz-
Motowidto S. Dual Modification of Porous Ca-P/PLA Composites with APTES and
Alendronate Improves Their Mechanical Strength and Cytobiocompatibility towards
Human Osteoblasts. Int ] Mol Sci. 2022 Nov 18;23(22):14315. doi:
10.3390/ijms232214315.

3. Kasprzak M, Szabtowska A, Kurzyk A, Tymowicz-Grzyb P, Najmrodzki A, WoZniak A,
Antosik A, Pagacz ], Szterner P, Plichta A, Wiecinski P, Rusek-Wala P, Krupa A, Plocinski
P, Rudnicka K, Biernat M. Effects of Sterilization and Hydrolytic Degradation on the
Structure, Morphology and Compressive Strength of Polylactide-Hydroxyapatite
Composites. Int ] Mol Sci. 2022 Sep 9;23(18):10454. doi: 10.3390/ijms231810454.

4. Korbut A, Wtodarczyk M, Rudnicka K, Szwed A, Plocinski P, Biernat M, Tymowicz-
Grzyb P, Michalska M, Karska N, Rodziewicz-Motowidto S, Szustakiewicz K. Three
Component Composite Scaffolds Based on PCL, Hydroxyapatite, and L-Lysine Obtained in
TIPS-SL: Bioactive Material for Bone Tissue Engineering. Int ] Mol Sci. 2021 Dec
18;22(24):13589. doi: 10.3390/ijms222413589.
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5. Piszko P, Wtodarczyk M, Zieliniska S, Gazinska M, Plocinski P, Rudnicka K, Szwed A,
Krupa A, Grzymajto M, Sobczak-Kupiec A, Stota D, Kobielarz M, Wojtkéw M, Szustakiewicz
K. PGS/HAp Microporous Composite Scaffold Obtained in the TIPS- TCL-SL Method: An
Innovation for Bone Tissue Engineering. Int ] Mol Sci. 2021 Aug 10;22(16):8587. doi:
10.3390/ijms22168587.

6. Szustakiewicz K, Wtodarczyk M, Gazinska M, Rudnicka K, Plocinski P, Szymczyk-
Ziotkowska P, Ziétkowski G, Biernat M, Sieja K, Grzymajto M, J6zwiak P, Michlewska S,
Trochimczuk AW. The Effect of Pore Size Distribution and l-Lysine Modified Apatite
Whiskers (HAP) on Osteoblasts Response in PLLA/HAP Foam Scaffolds Obtained in the
Thermally Induced Phase Separation Process. Int ] Mol Sci. 2021 Mar 30;22(7):3607. doi:
10.3390/ijms22073607.

7. Nawrotek K, Rudnicka K, Gatkowska ], Michlewska S, Pearson BL, Plocinski P,
Wieczorek M. Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 3-loaded
microspheres penetrate neurons in vitro causing active demethylation and neurite

outgrowth. ] Tissue Eng Regen Med. 2021 May;15(5):463-474. doi: 10.1002 /term.3185.

8. Gazinska M, Krokos A, Kobielarz M, Wtodarczyk M, Skibiriska P, Stepak B, Antonczak A,
Morawiak M, Plocinski P, Rudnicka K. Influence of Hydroxyapatite Surface
Functionalization on Thermal and Biological Properties of Poly(l-Lactide)- and Poly(l-
Lactide-co-Glycolide)-Based Composites. Int ] Mol Sci. 2020 Sep 13;21(18):6711. doi:
10.3390/ijms21186711.

1. 19-24 March 2023 Gordon Research Conferences Cartilage Biology and Pathology,
Lucca, Italy, "Comprehensive assessment of biocompatibility and bioactivity of
piomelanin-based composites supporting bone regeneration". Urbaniak M. M., Szwed-
Georgiou A., Krupa A., Wtodarczyk M., Nowak M., Gaziniska M., Biernat M., Szustakiewicz
K., Plocinski P., Rudnicka K. - plakat presentation. (presenting author)

2. May 27-28, 2022. National conference IMPLANTS 2022 - Engineering, Medicine and

Science in pursuit of the perfect implant Gdansk, Poland, Gdansk University of
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Technology, "Biocompatibility of Pseudomonas aeruginosa pyomelanins - natural

polymers with regenerative potential”. Urbaniak M. M., Rudnicka K., Plocinski P., Nowak

M., Gazinska M., Cybulski M., Mikotajczyk-Chmiela M. - poster presentation.

3. May 27-28, 2022. National conference IMPLANTS 2022 - Engineering, Medicine and
Science in pursuit of the perfect implant Gdansk, Poland, Gdansk University of

Technology, "Biological effect of cholesterol modification of PLA-HAp composites on the

growth of human osteoblasts". Rusek-Wala P, Biernat M, WoZniak M, Wtodarczyk M,

Plocinski P, Krupa A. - poster presentation.

4. 14-17 October 2021, 30th Anniversary Conference of the Polish Society for
Biomaterials “Biomaterials in Medicine and Veterinary Medicine”, Rytro, Poland
“Physicochemical and in vitro biological properties of porous PLLA/HAp-Zn composites
modified with sodium alendronate” Biernat M., Kasprzak M., Szabtowska A., WoZniak A,
Najmrodzki A., Tymowicz-Grzyb P., Antosik A., Rusek-Wala P., Krupa A., Plocinski P. -

poster presentation.

5. February 12-15, 2020, 1st Open Meeting of the EuroMicropH, CA18113 -
Understanding and exploiting the impacts of low pH on microorganisms, COST European
Cooperation in Science & Technology, Instituto Superior Técnico, Lisbon, Portugal,
“Physicochemical and biological characterization of pyomelanin isolated from P.

aeruginosa in regard of antimicrobial and proregenerative activity”, Urbaniak M.

Gonciarz W., Rudnicka K., Plocinski P., Chmiela M. - poster presentation.

1. Additional research task as part of the extension of the TEAM-NET project
"Comprehensive assessment of biocompatibility and bioactivity of pyomelanin
supporting bone regeneration and vascularization processes”, financed by the
Foundation for Polish Science, implemented at the University of Lodz until September 30,

2023 as an applicant for funding and Young Leader of the Research Team.
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My current scientific research focuses mainly on the analysis of the cellular

functions of the RNA degradosome elements of the pathogenic Mycobacterium
tuberculosis and saprophytic Mycolicibacterium smegmatis. The analysis of similarities
and differences in the role of individual proteins of the RNA degradosome complex in
these bacteria will provide basic knowledge for understanding the mechanisms of post-
transcriptional regulation of gene expression in bacteria. Currently, together with PhD
students, | am attempting to crystallize the PNP protein, degradosome component, in
order to solve its structure, for a more complete understanding of the mechanism of
action of pyrazine acid (the active metabolite of pyrazinamide) on Mycobacterium
tuberculosis. In the near future, I also intend to optimize the colorimetric assay for the
activity of the PNP protein, using its ability to hydrolyse the alarmon (p)ppGpp in vitro, or
to design an alternative assay to track PNP activity.

The colorimetric assay will enable high-throughput screening for inhibitors of this
essential component of the mycobacterial RNA degradosome. Additional experiments
using already prepared strains of M. tuberculosis mutants with regulated production of
RNA degradosome components will determine the role of these enzymes for the proper
adaptation of bacteria to the conditions of oxidative stress. At the same time, [ plan to
continue research on DNA damage repair mechanisms in mycobacteria in the context of

the analysis of protein complexes involved in these processes.

[ consider my studies to be universal and interdisciplinary. I have spent significant

amount of time in foreign research institutions and attended national and international
conferences, where I am trying to disseminate my research results and promote polish
research. I am also actively looking for opportunities to collaborate in international
initiatives that focus on the universal problems of health care systems, in the field of

microbiology and research on the mechanisms of tissue regeneration.
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My previous employment included employment contracts at the University of
Texas at Tyler, USA (2007-2010), Institute of Biochemistry and Biophysics of the Polish
Academy of Sciences in Warsaw (2011-2016), National Center for Medical Research in
London, UK (2014), Institute of Medical Biology Polish Academy of Sciences in tL46dz
(2016-present) and the University of £.6dZ, Poland (2020-present). Under each of the
employment contracts, I conducted scientific research, which significantly contributed to
the development of knowledge in the areas of research, as evidenced by scientific
publications in renowned scientific journals from the JCR list, with significant Impact
Factors. | am constantly developing scientific cooperation established during foreign
internships or during involvement in international cooperation programs in which I

participated.

Before obtaining a doctoral degree
September 2007 - December 2010 (40 months) - internship at The University of Texas,
Health Science Center at Tyler, under the supervision of prof. Malini Rajagopalan, Tyler,

Texas, USA.

July and August 2006 (2 months) - internship in a scientific laboratory as part of the
IAESTE exchange program, at the National Reference Center for Research on Salmonella
and other Enterobacteria, Robert Koch Institute, in a group led by prof. Helmut Tschaepe,

Wernigerode, Germany

After obtaining a doctoral degree

July 2014 - June 2016 (24 months) - postdoctoral fellowship at the Medical Research
Council Genome Damage and Stability Centre, under the supervision of prof. Aidan
Doherty, University of Sussex, Brighton, U.K,, delegated from the Institute of Biochemistry
and Biophysics of the Polish Academy of Sciences as part of an pay-free leave to

implement the "Mobility Plus III" project

January 2014 - June 2014 (6 months) - postdoctoral fellowship at the Medical Research

Council National Institute for Medical Research, transformed into the Francis Crick
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Institute, in the group of prof. Douglas Young, London, United Kingdom, for the
implementation of scientific cooperation under the SystemTB project (System Biology of

Mycobacterium tuberculosis)

1. Institute of Pharmacology and Structural Biology, University of Toulouse, Toulouse,

France, dr hab. Hedia Marrakchi, joint involvement in the implementation of the

SystemTB and POLONIUM projects.

2. Francis Crick Institute, London, Great Britain, prof. Douglas Young (&), joint

involvement in the implementation of the SystemTB project.

3. London School of Hygiene and Tropical Medicine, London, UK, Dr. Joanna Houghton, Dr.

Teresa Cortes, joint involvement in the SystemTB project.

4. University of Sussex, Brighton, UK, prof. Aidan Doherty, Dr. Nigel Brissett, supervisors
of the postdoctoral fellowship within the Mobility Plus III project, further cooperation

maintained in the field of research on DNA damage repair pathways.

5. Institute of Organic Chemistry and Biochemistry of the Czech Academy of Sciences,

Prague, Czech Republic, Dr. Iva Pichova, joint involvement in the SystemTB project.

6. Spanish National Research Council, National Center of Biotechnology in Madrid, Madrid,
Spain, prof. Jesus Blazquez, dr Alfredo Castafieda-Garcia, cooperation within the Mobility

Plus III project.

7. Center for Health Sciences, University of Texas at Tyler, Tyler, Texas, USA, prof. Malini
Rajagopalan (&), prof. Murty Madiraju (&), prof. Anna Kurdowska, cooperation

established during her employment at the University of Texas at Tyler.

8. European Molecular Biology Laboratory in Hamburg, Germany, prof. Matthias

Wilmanns, joint involvement in the implementation of the SystemTB project.
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9. University of Eastern Piedmont, Piedmont, Italy, Dr. Menico Rizzi, Dr. Franca Rossi, joint

involvement in the implementation of the SystemTB project.

10. Institute of Biochemistry and Biophysics of the Polish Academy of Sciences and the
International Institute of Molecular and Cell Biology, Warsaw, prof. Andrzej Dziembowski,
joint involvement in the implementation of the SystemTB project and during further
employment at the Institute of Biochemistry and Biophysics of the Polish Academy of

Sciences in Warsaw.

11. Department of Molecular Microbiology, University of Wroctaw, Wroctaw, prof. Jolanta
Zakrzewska-Czerwinska, Marta Kotodziej, MA, cooperation in the project on the analysis

of the function of the Lsr-2 protein in Mycobacterium.

12. Institute of Microbiology, Biotechnology and Immunology, Faculty of Biology and
Environmental Protection, University of Lodz, prof. dr hab. Magdalena Mikotajczyk-
Chmiela, dr hab. Katarzyna Dzitko (prof. UL), dr hab. BoZena Dziadek (prof. UtL), dr hab.
Agnieszka Krupa, dr hab. Justyna Gatkowska (prof. UL) Karolina Rudnicka, PhD,
Aleksandra Goralczyk-Binkowska, MA, cooperation during employment at the University

of Lodz supported by joint scientific publications.

13. Biobank Laboratory, Department of Molecular Biophysics, Institute of Biophysics,
Faculty of Biology and Environmental Protection, University of Lodz, Lodz, Dr. Dominik
Strapagiel (prof. UL), cooperation during employment at the University of Lodz supported

by joint scientific publications
14: Wroclaw University of Technology, Wroclaw, Poland, Prof. dr hab. Eng. Andrzej
Trochimczuk, dr hab. Eng. Konrad Szustakiewicz (Prof. WUST), Dr. Eng. Matgorzata

Gazinska, cooperation in the implementation of the TEAM-NET project

15: Cracow University of Technology, Cracow, Poland, Prof. dr hab. Eng. Agnieszka

Sobczak-Kupiec, cooperation in the implementation of the TEAM-NET project
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16: Institute of Ceramics and Building Materials L.ukasiewicz Research Network, Warsaw,

Poland, dr inz. Monika Biernat, cooperation in the TEAM-NET project
17: University of Gdansk, Gdansk, Poland, Prof. dr hab. Sylwia Rodziewicz-Motowidto
18: Lodz University of Technology, Lodz, Poland, dr hab. Eng. Katarzyna Nawrotek

(Professor of TUL)

Legend: (&)-currently retired employees

1. Acid Fast Club - scientific society for research on tuberculosis, participation in meetings
of the scientific society in 2014

2. American Society for Microbiology - as an active member of the society in 2009-2010

In my scientific work, I take research positions, but I try to actively participate in

conducting classes with students. In 2011 and 2012, I helped prof. Dziembowski in
conducting a series of practical classes in proteomics for students of the Faculty of Biology

at the University of Warsaw.

In 2015-2016, I participated, under the guidance of prof. Aidan Doherty, in teaching

biological computation to students at the University of Sussex, Brighton, UK.

Wotek K, 2012, Bachelor's thesis (experimental work), 6 months "Study of interactions
between proteins involved in DNA repair in Mycobacterium", University of Warsaw, under

the supervision of prof. Andrzej Dziembowski,

Beaney C, 2015, BA thesis (experimental), 6 months "Characterizing Rv1261c and
Rv1871c as potential new players in DNA damage response pathways in Mycobacterium

tuberculosis", University of Sussex, Brighton, UK,
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Freestone D, 2016, BA thesis (experimental), 6 months "Characterization of MSMEG_1282
as a DNA processing enzyme in Mycobacterium smegmatis", University of Sussex,

Brighton, UK.

Urbaniak M, August-September 2018, 4th year student of Microbiology, University of
Lodz, Faculty of Biology and Environmental Protection, as part of obligatory student

internships at the University of Lodz,

Juszczyk Z, August-September 2018, 4th year student of Microbiology, University of Lodz,
Faculty of Biology and Environmental Protection, as part of the obligatory student

internship at the University of Lodz,

Atanasova V, June and July 2017, third-year medical student, trainee under the IAESTE

scholarship exchange program,

Btaszczyk E, 2009 - 2010, care during an internship at the Center for Health Sciences of
the University of Texas in Tyler, Texas, USA.

[ am an assistant supervisor at the BioMedChem Doctoral School of the University of

Lodz and the Institutes of the Polish Academy of Sciences in Lodz:

2019 - present Filip Ggsior, MA, pursuing a doctoral thesis at the Institute of Medical
Biology of the Polish Academy of Sciences in £.6dZ, expected defense
date December 2023.
Thesis supervisor: dr hab. Anna Brzostek, prof. IBM PAN

2019 - present Paulina Rusek-Wala, MSc, PhD thesis at the Department of
Immunology and Infectious Biology of the University of Lodz,

expected defense date December 2023.
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Thesis supervisor: dr hab. Agnieszka Krupa

2021 - present Yaroslav Lavrynchuk, MSc, working on his doctoral thesis at the
Department of Immunology and Infectious Biology of the University
of Lodz, mid-term evaluation of the progress of the doctoral thesis
scheduled for September 2023.

Thesis supervisor: Prof. dr hab. Magdalena Mikotajczyk-Chmiela

2020 "Facilitation - how to increase the efficiency of working with a group"” workshops

conducted by Dr. Beata Master as part of the EDU360 (online) training series,

2020 "Mentoring as a method of knowledge transfer" workshops conducted by Anna

Kaczalska as part of EDU360 (online) training series,

2023 training: "Tutor's essay (and not only) as a form of work in any discipline"

conducted by Dr. Agnieszka Dziedziczak-Foltyn, University of Lodz, Lodz, Poland,
2023 training entitled: "Academic tutoring - the potential of personalization of
education, workshop and tutor tools" conducted by Dr. N. Ratajczyk and Dr. A.

Wolanska-Kaminska, University of Lodz, Lodz, Poland,

2023 training: "Tutoring - where to start?" conducted by dr hab. Agnieszka
Dziedziczak-Foltyn, University of Lodz, Lodz, Poland,

2023 training entitled: "Developing study skills as part of tutoring" conducted by dr

hab. Agnieszka Dziedziczak-Foltyn, University of Lodz, Lodz, Poland,

2023 training: "The use of activating teaching methods in academic education”

conducted by Dr. Anna Jasinska, University of Lodz, Lodz, Poland,
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2023 training entitled: "Modern tools and applications in teaching" conducted by Dr.

Anna Jasinska, University of Lodz, Lodz, Poland.

30.05.2023 Rudnicka K., Ptociniski P. popular science lecture "Microbiological Creators
of Taste, or who really rules in the kitchen" addressed to students of the University of

the Third Age in Lodz. Helena Kretz

10.01.2023 Rudnicka K., Ptocinski P. popular science lecture "What do we know about
vaccines against Covid-19?" addressed to students of the Lodz University of the Third

Age. Helena Kretz

2.12.2022 Ptocinski P., Wtodarczyk M., Lavrynchuk Y. workshops for students of
SP199 in L.6dz as part of the Science and Technology Festival organized in this school

"What is protein eaten with (in the laboratory)?"

15.04.2021 Rudnicka K., Ptociniski P. popular science online lecture "What do we know
about vaccines against Covid19?" addressed to parents of children associated in the

Children's University of the Lodz University of Technology,

06.11.2017 "Study of the participation of RNA degradosome proteins in the regulation
of the metabolism of mycobacterium tuberculosis”, in the hall of the Institute of
Medical Biology of the Polish Academy of Sciences, 1.6dz

17.12.2013 "RNA decay machinery in mycobacteria”" in the auditorium of prof.
Gajewski, Institute of Biochemistry and Biophysics of the Polish Academy of Sciences,

Warsaw,

Before obtaining a doctoral degree
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Participation in the organization of the scientific conference "Bird panic epidemic”,
devoted to bird flu (16.12.2005), Faculty of Biology and Environmental Protection,
University of Lodz, Lodz;

Coordination of the activities of the microbiological section operating at the Biologists'
Club of the University of Lodz under the project: "Testing the microbiological purity of
the air in the building of the animal house of the Faculty of Biology and Environmental

Protection" (2006).

2023 - certified stationary training for researchers and research teams "Conducting

clinical trials in accordance with the principles of Good Clinical Practice" Brillance,

Clinical Research in Krakow, Poland

2019 course of protein crystallography "Prot XRD" Jerzy Haber Institute of Catalysis

and Surface Chemistry, Cracow, Poland, certified course,

2018, participation in training in the safe use of radioactive substances at the Central
Laboratory for Radiological Protection in Warsaw, completed with an exam for
obtaining the authorization of the Radiological Protection Inspector (IOR-1)

conducted by the National Atomic Energy Agency in Warsaw, Poland,

2016, participation in the "Fundamentals of CRISPR-Cas9 gene editing" training,
which took place at the Didactic Center of the Medical University of Lodz,

2011, participation in a practical EMBO course in the field of proteomic research using

mass spectrometry, certified course,
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Since July 2018, I have been the Inspector of Radiological Protection IOR-1 at the
Institute of Medical Biology of the Polish Academy of Sciences in L6dz.
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