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1. Imig¢ i nazwisko.

Krzysztof Jakub Pawlik

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

Tytut magistra biotechnologii:

nadany przez Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Przyrodniczych,

w dniu 12.01.1995. Tytut pracy magisterskiej: ,,Charakterystyka macierzy jgdrowych
otrzymanych trzema metodami”.

Stopien doktora nauk biologicznych.

nadany przez Rade Naukowag Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroctawiu w dniu 12.04.2002, za prace pt. ,Ekspresja gendw syntazy
poliketydowej typu | Streptomyces coelicolor A3(2)”

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.
Jestem zatrudniony w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN od

25.10.1994 — do tej pory
w Miedzyzaktadowej Pracowni Analizy Instrumentalnej i Preparatyki:

na stanowiskach: adiunkta (1.04.2021 do tej pory)
asystenta (1.02.2021 - 1.04.2021)

w Zaktadzie Mikrobiologii, Laboratorium Biologii Molekularnej Mikroorganizmow:

na stanowiskach: asystenta (1.07.2016 - 1.02.2021)
adiunkta (1.01.2007 - 1.07.2016)
asystenta (1.03.1996 - 1.01.2007)
biotechnologa (25.10.1994 - 1.03.1996)

Bytem zatrudniony na Uniwersytecie Medycznym im Piastéw Slgskich we Wroctawiu
w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii, w wymiarze 1/2 etatu na stanowisku adiunkta
w okresie od 1.10.2009 do 30.9.2010 oraz od 1.10.2012 do 30.09.2014.
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4. Omoéwienie osiggni¢é, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pozn.

zm.).

a. tytut osiggniecia naukowego/artystycznego Cykl publikacji pod wspdlnym
tytutem:
Odkrycie nowego zwigzku poliketydowego — coelimycyny i rola wybranych
biatek zespotu genéw cpk w metabolizmie Streptomyces coelicolor A3(2).

b. taczna wartos¢ wskaznikdéw bibliometrycznych prac skfadajgcych sie na
osiggniecie naukowe: IF=22,581 Punkty MNiSW =414

c. Publikacje wchodzace w skfad osiggniecia naukowego:

1) Kotowska M=, Pawlik K, Smulczyk-Krawczyszyn A, Bartosz-Bechowski H, Kuczek K.
Type |l thioesterase ScoT, associated with Streptomyces coelicolor A3(2) modular
polyketide synthase Cpk, hydrolyzes acyl residues and has a preference for
propionate. Appl Environ Microbiol. 2009 Feb;75:887-96. DOI:10.1128/AEM.01371-
08
IF: 3,686; punkty MNiSW: 32. (22 cyt. — Web of Science, 20 cyt. Scopus)
Wktad habilitanta: udziat w przygotowaniu koncepcji i planowaniu badan,
przygotowaniu konstruktow plazmidowych do syntezy zmutowanych biatek, udziat w
oczyszczaniu zmodyfikowanych biatek, udziat w dyskusji wynikow, przygotowaniu
manuskryptu i odpowiedzi dla recenzentdw. Eksperymenty przeprowadzone w tej
pracy zostaty sfinansowane z funduszy grantu KBN nr 3 PO4B 004 25, ktorego
habilitant byt kierownikiem.

2) Pawlik K=, Kotowska M, Kolesinski P. Streptomyces coelicolor A3(2) produces a new
yellow pigment associated with the polyketide synthase Cpk. J Mol Microbiol
Biotechnol. 2010 19: 147-151. DOI: 10.1159/000321501
IF: 2,648; punkty MNiSW 27. (21 cyt. — Web of Science, 21 cyt. Scopus)
Wktad habilitanta: wiodgcy udziat w przygotowaniu koncepcji i planowaniu badan,
prowadzenie hodowli bakteryjnych, pomiary poziomdw produkowanych poliketyddw,
habilitant przygotowat szczep z komplementacjg genu cpkC, miat wiodgcy udziat w
analizie idyskusji wynikow, przygotowaniu pierwotnej i ostatecznej wersji
manuskryptu oraz odpowiedzi dla recenzentéw. Badania opublikowane w tej pracy
zostaty sfinansowane zgrantu nr N N302 1384 33 ktorego habilitant byt
kierownikiem.
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3)

4)

5)

6)

Kotowska M.=, Ciekot J., Pawlik K. Type Il thioesterase ScoT is required for
coelimycin production by the modular polyketide synthase Cpk of Streptomyces
coelicolor A3(2). Acta Biochimica Polonica 2014, 61(1): 141-147. PMID: 24660171

IF: 1,153; punkty MNiSW 15 (8 cyt. — Web of Science, 8 cyt. Scopus)
Wktad habilitanta: udziat w przygotowaniu koncepcji i planowaniu badan, udziat w
prowadzeniu eksperymentow, udziat w przygotowaniu manuskryptu, przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje. Badania przedstawione w tej pracy byty sfinansowane w
ramach grantu N N405 355639, w ktorym habilitant byt wykonawcq i grantu nr
3 P0O4B 004 25, ktorego habilitant byt kierownikiem.

Bednarz B., Kotowska M., Pawlik K.=. Multi-level regulation of coelimycin synthesis
in Streptomyces coelicolor A3(2). Review. Appl Microbiol Biot 103, 6423-6434 (2019)
doi.org/10.1007/s00253-019-09975-w

IF: 3.53; punkty MNiSW: 100. (15 cyt. — Web of Science, 18 cyt. Scopus)
Wktad habilitanta: przygotowanie koncepcji pracy i danych literaturowych, udziat w
dyskusji danych literaturowych i przygotowaniu manuskryptu w wersji pierwotnej i
ostatecznej, oraz w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

Bednarz B., Millan-Oropeza A., Kotowska M., Swiat M., Quispe Haro J.J., Henry C.,
Pawlik K.J.=. Coelimycin synthesis activatory proteins are key regulators of
specialized metabolism and precursor flux in Streptomyces coelicolor A3(2). Front.
Microbiol., (2021) doi: 10.3389/fmicb.2021.616050

IF: 5,64; punkty MNiSW: 100. (3 cyt. — Web of Science, 2 cyt. Scopus)
Wktad habilitanta: wiodgcy udziat w przygotowaniu koncepcji badan, w
przygotowaniu szczepow delecyjnych, w pozyskaniu materiatu do badan
proteomicznych, nadzdr i konsultacje przebiegu eksperymentdw wykonywanych przez
przez technika Michata Swiata doktoranta Bartosza Bednarza*, i magistranta Juana
Quispe Haro*, udziat w analizie wynikdw, w przygotowaniu manuskryptu w wersji
pierwotnej i ostatecznej, nawigzanie wspdtpracy i uzyskanie finansowania badan
proteomicznych wykonanych na platformie PAPPSO (francja) w ramach grantu
naukowego z funduszy KNOW. * habilitant byt promotorem pomocniczym przewodu
doktorskiego dr Bartosza Bednarza oraz promotorem pracy magisterskiej mgr Juana
Qisepe Haro.

Pawlik. K.J.=, Zelkowski, M., Biernacki, M., Litwinska, K., Jaworski, P., Kotowska, M.
GntR-like SCO3932 Protein Provides a Link between Actinomycete Integrative and
Conjugative Elements and Secondary Metabolism. Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 11867.
doi.org/10.3390/ijms222111867

IF: 5,924; punkty MNiSW: 140. (O cyt. — Web of Science, 0 cyt. Scopus)

Wktad habilitanta: opracowanie koncepcji badarn, bezposredni udziat we wszystkich
procedurach eksperymentalnych i nadzor nad pracq technika Pawta Jaworskiego, oraz
magistrantow Mateusza Zelkowskiego, Mateusza Biernackiego, i Katarzyny
Litwinskiej, analiza danych, przygotowanie manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi
na recenzje. * habilitant byt promotorem prac magisterskich M. Zelkowskiego,
M. Biernackiego i K. Litwinskiej.
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Wprowadzenie

Inspiracjg do prowadzenia opisanych ponizej badan byty wyniki uzyskane w mojej
pracy doktorskiej, w ktorej opisatem obecny w genomie bakterii Streptomyces
coelicolor A3(2) nowy, wczesniej nieznany klaster gendw syntazy poliketydowej nazwany CPK
(ang: coelicolor polyketide) oraz wykazatem, ze geny tej syntazy podlegajg ekspresji w
przejsciowej fazie wzrostu tych bakterii?. Badania przedstawione w ramach osiggniecia
naukowego stanowig kontynuacje i rozwiniecie watkow wynikajagcych z mojej pracy
doktorskiej. Celem badan przedstawionych prac byto poznanie roli niedawno odkrytego
zespotu gendw cpk w biologii szczepu modelowego Streptomyces coelicolor A3(2). Ponizej
opisane badania dotycza odkrycia produktu syntazy CPK - coelimycyny, oraz okreslenia roli
wybranych biatek, kodowanych przez geny klastra, ktére okazaty sie niezwykle istotne nie

tylko dla regulacji genéw syntazy CPK, ale takze dla catego metabolizmu S. coelicolor A3(2).

Streptomyces to Gram-dodatnie glebowe bakterie tlenowe, o ztozonym cyklu
zyciowym obejmujgcym  wzrost grzybni i tworzenie zarodnikéw®. Wytwarzaja
farmaceutycznie uzyteczne zwigzki, miedzy innymi przeciwnowotworowe,
immunosupresyjne i antybiotyki. Mikroorganizmy z rodziny Streptomyces produkujg catg
game metabolitow wtdérnych. Sg to zwigzki syntezowane w odpowiedzi na rézne czynniki
zewnetrzne. Ich produkcja jest sprzezona z réznicowaniem morfologicznym populacji. Wazng
grupe metabolitow wtdrnych stanowig antybiotyki: aminoglikozydy, antracykliny,
chloramfenikole, beta-laktamy, makrolidy, tetracykliny i wiele innych. Dwie trzecie
stosowanych wspétczesnie antybiotykdéw pochodzenia naturalnego jest produkowana przez
bakterie z rodzaju Streptomyces.

Gatunek Streptomyces coelicolor A3(2) jest gatunkiem modelowym dla rodzaju
Streptomyces. Jego badania rozpoczety sie w latach 40 ubiegtego wieku. S. coelicolor A3(2)
szybko stat sie popularnym szczepem w badaniach genetycznych rodzaju Streptomyces ze
wzgledu na dobrze widoczne wydzielane barwniki poliketydowe: czerwong
undecyloprodigiozyne i niebieskg aktynorodyne. Byt to pierwszy gatunek z rodzaju
Streptomyces, ktérego genom zsekwencjonowano w roku 2001°. Jeéli wezmie sie pod uwage
wielko$¢ genomu S. coelicolor - 8 667 tys. paz zasad, oraz dostepne wtedy techniki
sekwencjonowania, mozna powiedzie¢, ze byto to duze wyzwanie, podkreslajace znaczenie

badan nad Streptomyces zardwno dla nauki jak i przemystu biotechnologicznego
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i farmaceutycznego. Obecnie dostepnych jest bardzo wiele informacji i narzedzi
wspomagajgcych badania biologii tego gatunku. W bazie PubMed dostepnych jest ponad
3 tys. publikacji dotyczgcych tego gatunku. Utworzona zostata publicznie dostepna biblioteka
klonéw kosmidowych® oraz biblioteka kosmidéw, w ktérych wiekszoé¢ gendw zostata
przerwana przez wprowadzony transpozon Tn5062°. Stale aktywnie uzupetniana jest baza
danych StrepBD gromadzaca informacje o S. coelicolor (dostepna pod adresem
http://strepdb.streptomyces.org.uk/. Dostepna jest réwniez proteomiczna baza danych
gatunku S. coelicolor, opisujgca wszystkie biatka zidentyfikowane w technice elektroforezy
dwukierunkowej, proteom.biomed.cas.cz/streptomyces-coelicolor. Mimo tego, wiele
procesOw zachodzgcych w Streptomyces coelicolor A3(2) nie jest do konca poznanych,
szczegolnie tych zwigzanych z metabolizmem wtérnym tych bakterii, np., synteza
poliketyddw.

Poliketydy to organiczne zwigzki chemiczne, ktérych szkielet weglowy powstaje w
wyniku kolejnych kondesacji reszt acylowych. Poliketydami jest wiele antybiotykéw jak np.
erytromycyna, tetracykliny, nystatyna, immunosupresanty, barwniki czy inne zwigzki
stosowane w przemysle. Poliketydy sg produktami metabolizmu wtdérnego bakterii, roslin
oraz grzybéw. Biosynteza poliketydow przebiega w sposdb analogiczny do biosyntezy
kwaséw ttuszczowych. Obejmuje ona szereg reakcji kondensacji dekarboksylacyjnej, w
ktérych do wydtuzanego taiicucha dobudowywane s3 jednostki dwuweglowe pochodzace z
acylo-koenzymu A. Poliketydy sg syntetyzowane przez wieloenzymatyczne kompleksy —
syntazy poliketydowe (PKS, ang. polyketide synthase). Wyrdznia sie trzy typy syntaz
poliketydowych. PKS typu | to kompleksy wysokoczgsteczkowych, wieloenzymatycznych
biatek, w ktdrych centra aktywne konieczne do pojedynczego cyklu wydtuzania taricucha
poliketydowego zgromadzone sg w moduty. W typie | syntazy poliketydowej za kazdg reakcje
kondensacji odpowiada inny modut. W typie Il poszczegdlne centra aktywne znajdujg sie na
odrebnych biatkach i jako kompleks enzymatyczny te same biatka wielokrotnie uczestniczg w
wydtuzaniu jednego taricucha poliketydowego. Typ lll PKS to syntazy iteracyjne, ktére w
przeciwienstwie do syntaz typu | i Il nie sg kowalencyjnie zwigzane z wydtuzanym tancuchem
poliketydowym i reagujg z substratami zwigzanymi z koenzymem A.

Zespot (klaster) gendéw syntazy coelimycyny (CPK) na chromosomie Streptomyces
coelicolor A3(2) zlokalizowany jest od 6,894,148 do 6,948,414 nukleotydu i obejmuje 24 geny
oznaczone numerami od SCO6266 do SCO6288 (Rys. 1)*. Klaster CPK nalezy do syntaz typu |
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i zawiera: (i) 3 geny kodujace gtéwne podjednostki syntazy SCO06273-SC0O6275, oznaczone
cpkA, cpkB i cpkC), (ii) 2 geny kodujace biatka regulatorowe typu SARP (ang: streptomyces
antibiotics regulatory protein) gen cpkO SCO6280 i gen cpkN SCO6288, (iii) gen kodujgcy
represor homologiczny do biatek wigzacych y-butyrolaktony scbR2 SC06286, (iv) gen
tioesterazy typu Il scoT SCO06287, (v) gen kodujacy btonowe biatko transportujgce cpkF
5C06278, (vi) geny modyfikacji post poliketydowych: scF-SCO6272, cpkD SCO6276, cpkE
SC06277, cpkG SCO6279, cpkH-SCO6281. Funkcja pozostatych gendw nie jest wyjasniona.
Gtéwne podjednostki syntazy, czyli trzy multienzymatyczne biatka CpkA, CpkB i CpkC
zbudowane z odpowiednio 4558, 3576 i 2152 aminokwaséw zawieraja 28 centrow
aktywnych zgrupowanych w sze$¢ modutéw. Obecnos$é szesciu modutdw skutkuje
powstawaniem 12 weglowego tancucha poliketydowego zawierajgcego trzy wigzania
podwdjne, ktory nastepnie w reakcjach post-poliketdowych jest modyfikowany,
transportowany poza komodrke i ostatecznie w kolejnych modyfikacjach pozakomaérkowych
przyjmuje posta¢ coelimycyny P1 lub P2’. Prawdopodobnie powstaja tez inne formy

coelimycyny, ktére jak dotad nie zostaty opisane.

A
6890527 p.z. 6900000 p.z. chromosom S. coelicolor A 3(2) 6948414 p.z.
N \45’
\
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Rysunek 1. Organizacja zespotu gendéw CPK (A) i uktad domen enzymatycznych w genach gtéwnych
podjednostek syntazy CPK (B). Gdrna linia schematycznie locus chromosomu S. coelicolor A3(2)
kodujacy klaster. Domeny enzymatyczne przedstawione na rysunku to KS — ketosyntaza, AT —
acylotransferaza, ACP — biatko przenoszace acyl, DH — dehydrogenaza, KR — ketoreduktaza. Pokazano
przewidywane wydtuzane tancuchy poliketydowe. (na podstawie Pawlik i wspotpr. 2007)
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W pracy pt.: ”Streptomyces coelicolor A3(2) produces a new_ yellow pigment

associated with the polyketide synthase Cpk.” Pawlik K, Kotowska M, Kolesiniski P. J Mol

Microbiol Biotechnol. 2010 19: 147-151; opisatem odkrycie produktu syntazy poliketydowej

CPK i warunki, w jakich synteza tego produktu zachodzi.

Pierwszych, incydentalnych obserwacji zdéttego pigmentu produkowanego przez
S. coelicolor A3(2) dokonatem w Laboratorium Biologii Molekularnej Mikroorganizmoéw
tworzac szczepy S. coelicolor A3(2) nadprodukujgce biatko regulatorowe CpkN®. W tym
momencie nie byt znany mechanizm aktywacji syntezy zwigzku o zéttym zabarwieniu ani rola
biatka CpkN, ktére jak opisano w dalszych publikacjach nie jest kluczowym aktywatorem
klastra CPK. Te obserwacje, sugerujgce produkcje przez S. coelicolor nieznanego dotychczas
zwigzku, zachecity mnie do poszukiwan warunkéw, w ktérych powstaje produkt syntazy CPK.
Poszukiwania prowadzitem testujac rézne podtoza hodowlane, Zzrédta wegla, zrédta azotu,
warunki wzrostu i czynniki stresowe.

Produkcje z6ttego pigmentu uzyskatem zaréwno w hodowlach statych, jak i ptynnych.
Wykazano, ze pigment jest wydzielany do podtoza, nie zaobserwowano obecnosci pigmentu
w lizacie pochodzacym z rozbitych komdrek. W hodowli na podtozu statym wydzielanie
pigmentu rozpoczyna sie w 22-26 godzinie wzrostu hodowli bakterii przy zageszczeniu, co
najmniej 10% komérek na ptytke, co odpowiada fazie przejéciowej wzrostu (ang. transition
phase) i jest zbieine z ekspresja gendéw cka1 oraz scoT’. W fazie przejsciowej
u Streptomyces konczy sie wzrost grzybni podstawowej (substratowej) i rozpoczyna sie
wzrost grzybni powietrznej zakonczony przeksztatceniem grzybni powietrznej w tancuchy
zarodnikéw. U S. coelicolor A3(2) czerwony barwnik —undecyloprodigiosyna jest wydzielany
w poczatkowej fazie wzrostu grzybni powietrznej, a barwnik niebieski aktynorodyna
bezposrednio przed rozpoczeciem sporulacji.

Dokonatem wstepnej charakterystyki badanego zd6ttego zwigzku. Wykazatem, ze
odkryty zwigzek pdzniej nazwany coelimycyng jest stabilny w réznych warunkach pH. Nie jest
rozpuszczalny w rozpuszczalnikach niepolarnych jak heptan, heksan, octan etylu
i chloroform. Nie stwierdzitem, aby odkryty zwigzek miat aktywnos¢ antybiotyczng wobec
testowanych gatunkdéw Bacillus cereus PCM 2019, Candida albicans PCM 2566, Escherichia
coli PCM 2057, Staphylococus aureus PCM 2054 i Pseudomonas aeruginosa PCM 2058. Nie

zaobserwowano wiasciwosci cytotoksycznych tego zwigzku.
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Na podstawie badan nad zmutowanymi szczepami S. coelicolor wykazatem zaleznos¢
pomiedzy syntezg nowo zaobserwowanego pigmentu a wczesniej opisang syntazg CPK.
Poréwnatem hodowle szczepu dzikiego, szczepu P100, w ktdrym przerwatem ciggtos¢ genu
cpkC oraz szczepu P111 powstatego na bazie szczepu P100, w ktérym wprowadzitem
dodatkowa kopie genu cpkC. Szczep P100 nie byt zdolny do syntezy coelimycyny
a skomplementowanie uszkodzenia genu cpkC dodatkowg kopig ekspresjonowang pod
kontrolg konstytutywnego promotora ermEp* przywracato zdolnos¢ syntezy coelimycyny na
poziomie podobnym do szczepu dzikiego.

W toku prac wykazatem, ze synteza coelimycyny przez szczep dziki jest zalezna od
kilku czynnikéw, ktére muszg by¢ spetnione jednoczesnie, aby zaszta synteza. | tak,
stwierdzitem, ze konieczne jest osiggniecie pewnej minimalnej gestosci zarodnikéw w
hodowli. W prowadzonych eksperymentach minimalna gesto$¢ zarodnikdw wynosita 10*
zarodnikéw na ptytke, lub 10° zarodnikéw na 1 ml w przypadku hodowli ptynnej.
Koniecznos$¢ osiggniecia minimalnej gestosci hodowli wynika z zaangazowania w regulacje
syntezy coelimycyny mechanizmu quorum-sensing opartego na y-butyrolaktonach.
Bezposrednio w sgsiedztwie gendéw kodujgcych klaster CPK znajdujg sie dwa geny systemu
butyrolaktonowego: scbR — kodujacy represor zalezny od y-butyrolaktondw i scbA kodujacy
syntaze y-butyrolaktonéw (Rys. 1)*°. System ten pozwala na komunikacje bakterii w kolonii
lub w hodowli. Gdy tatwo przenikajgca pomiedzy komdrkami czgsteczka y-butyrolaktonu, w
catej kolonii osiggnie stezenie wystarczajgce do zwigzania sie z biatkiem ScbR, nastepuje
uwolnienie zwigzanych wczesniej sekwencji promotorowych i aktywacja kolejnych genéw
prowadzgca do syntezy coelimycyny.

Drugim czynnikiem koniecznym do syntezy coelimycyny okazato sie zastosowanie
bogatego podtoza 79 bez glukozy. Mechanizm, ktéry powoduje aktywacje syntezy
coelimycyny na podtozu 79 zawierajgcym pepton, ekstrakt drozdzowy i hydrolizat kazeiny do
dzi$ pozostaje niewyjasniony. Hamujgcy wptyw glukozy moze byé zwigzany z mechanizmem
represji zaleznym od zrédta wegla *.

Trzecim istotnym czynnikiem dla syntezy coelimycyny jest bardzo intensywne
napowietrzanie w przypadku prowadzenia hodowli na podtozu ptynnym. Konieczne okazato
sie prowadzenie hodowli na wytrzgsarce posuwisto-zwrotnej w objetosci nie wiekszej niz
1/10 objetosci kolby, lub uzycie fermentora pozwalajgcego na mieszanie brzeczki z duig

predkoscia.
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W tej pracy zauwazytem tez, ze wtiaczenie syntezy coelimycyny znacznie obniza
poziom syntezy undecyloprodigiozyny i aktynorodyny. Jest to spdjne z obserwacja dokonang
przez Takano i wspdtpracownikéw™, w ktérej wykazano, ze usuniecie genu schA
spowodowato podwyzszenie poziomoéw syntezy undecyloprodigiozyny i aktynorodyny
a usuniecie genu scbR spowodowato opodznienie syntezy undecyloprodigiozyny. Te
obserwacje skierowaty moje dalsze zainteresowania naukowe w kierunku badania systemu

regulacji i aktywacji syntezy coelimycyny.

Wczesniejsze obserwacje i wyniki uzyskane w czasie poszukiwan warunkdéw wzrostu i
czynnikdow wptywajgcych na regulacje procesu syntezy coelimycyny oraz coraz liczniejsze
doniesienia literaturowe utwierdzity mnie w przekonaniu, ze proces syntezy jest regulowany
bardzo Scisle, a w regulacji uczestniczy wiele czynnikéw. Przed kontynuacja tej tematyki
dokonaliSmy wraz z zespotem podsumowania stanu wiedzy w publikacji Multi-level

regulation of coelimycin synthesis in Streptomyces coelicolor A3(2). Bednarz B., Kotowska

M., Pawlik K. Review. Appl Microbiol Biot 2019: 103, 6423—-6434. W regulacje aktywnosci

zespotu CPK zaangazowane sg zaréwno biatka CSR (ang. cluster situated regulator)
kodowane w obrebie klastra, w tym biatka SARP CpkO i CpkN. jak i szereg regulatoréow
plejotropowych aktywnych w regulacji metabolizmu S. coelicolor A3(2) (Rys.2). Istotne s3 tez
biatka ScbR i ScbR2 ktére sg regulatorami plejotropowymi kodowanymi w obrebie klastra
CPK.

Wsréd regulatorow zwigzanych z regulacjg klastra CPK trzeba wymienié systemy
dwuskfadnikowe: system AfsQl/Q2, ktéry jest zaangazowany w regulacje metabolizmu
wegla, fosforandw i azotu wraz z syntezg antybiotykéw; system dwusktadnikowy DraR/K
reguluje fizjologiczne i morfologiczne zrdznicowanie S. coelicolor A3(2) oraz metabolizm
wtdérny w sposéb zalezny od medium; system dwusktadnikowy PhoR/P wykrywa gtdd
fosforanowy, hamuje centralny metabolizm, rozwdj i metabolizm wtdérny, az do odzyskania
wystarczajgcej ilosci fosforandw do roéznicowania morfologicznego. Wykazano tez
powigzania klastra CPK ze stabiej poznanymi systemami RapA1/A2, i AbrC1/C2/C3. Kolejng
klasg regulatoréow powigzanych z metabolizmem coelimycyny sg biatka rodziny TetR, wigzgce
DNA jak SC0O3201, CprA i CprB, SIbR. Wspomniec tez trzeba o regulatorach Glk i Rok7B7 oraz

DasR, ArgR, Crp, NdgR, GntR i RNAzie Ill, ktéra rdwniez petni funkcje regulatorowe.
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Rysunek 2. Ogdlny schemat regulacji klastra CPK. Na diagramie powigzano sygnaty sktadnikow
odzywczych z regulatorami plejotropowymi i regulatorami specyficznymi dla szlaku wptywajgce na
synteze coelimycyny. Pokazano réwniez efekt sprzezenia zwrotnego gendow z zespotu CPK. Niebieskie
linie zakonczone strzatkg oznaczajg aktywacje. Czerwone linie zakoniczone kresky represje. Zielona
linia bez konca wskazuje na wigzanie DNA, ale wptyw na transkrypcje jest nieznany. Linie ciggte
wskazujg bezposredni efekt (wigzanie DNA lub ligandu), linie przerywane reprezentujg efekt
posredni, a linie kropkowane wskazujg proponowane, ale bezposrednie interakcje. Cienkie czarne
linie wskazujg transport lub przemiane zwigzkéw chemicznych. Tylko wptyw biatek uktadu
butanolidowego ScbR i ScbR2 na inne klastry gendw biosyntetycznych zostaty uwzglednione na
schemacie, poniewaz najdoktadniej odzwierciedlajg one oddziatywanie transkrypcji gendéw klastra
CPK na produkcje innych antybiotykéw. CCR — represja zalezna od Zrédta wegla. (Rysunek na
podstawie Bednarz i wspotpr. 2019)

Na podstawie moich badan | obserwacji zaproponowatem badania zmierzajgce do
okreslenia funkcji biatek typu SARP CpkN i CpkO, ktérych wyniki przedstawiono w pracy pt.:

“Coelimycin synthesis activatory proteins are key regulators of specialized metabolism and

precursor flux in Streptomyces coelicolor A3(2)”. Bednarz B., Millan-Oropeza A., Kotowska

M., Swiat M., Quispe Haro J.J., Henry C., Pawlik K.J. Front. Microbiol. 2021 21.

W trakcie badan zwigzanych z syntazg CPK prowadzonych w naszym laboratorium
wczesniej kilkukrotnie podejmowatem ten temat. Barierg uniemozliwiajgcg znalezienie celéw
dziatania biatek CpkN i CpkO byty trudnosci w izolacji tych biatek syntezowanych zaréwno w
komoérkach E. coli jaki i Streptomyces. Dopiero analizujgc proteomy szczepdéw S. coeliolor
A3(2) z usunietymi genami tych biatek uzyskaliSmy dane pozwalajgce na poznanie powigzan

pomiedzy badanymi regulatorami a innymi elementami metabolizmu pierwotnego
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i wtérnego. Wnioski wyciggniete na podstawie analiz proteomicznych zostaty potwierdzone
w eksperymentach z sondami reporterowymi i obserwacjami fenotypow.

Nasze badania ujawnity, ze zaréwno biatko CpkO, jak i CpkN sg aktywatorami
wymaganymi do biosyntezy coelimycyny, ich efekty regulacyjne wptywajg na inne szlaki
metabolizmu wtdrnego i nie tylko. CpkO aktywuje wiekszos¢ gendw zespotu CPK w tym
scbR2, a takze geny strukturalne, jednak nie jest ono autoaktywatorem. Proponujemy, ze
CpkO jest aktywatorem genu cpkN a biatko CpkN jest aktywatorem scoT. Z literatury
wiadomo, ze CpkO jest hamowane przez receptor y-butyrolaktonéw ScbR i pseudo receptor
y-butyrolaktonéw ScbR2'. W sekwencji promotora genu cpkO sa miejsca wiazania biatek
ScbR i ScbR2. Nasze wyniki wskazujg na to, ze region promotorowy genu cpkN jest wigzany
przez oba biatka w podobny sposéb. Obecnos$é naktadajgcych sie miejsc wigzania biatek ScbR
i ScbR2 w promotorach gendw cpkO i cpkN sugeruje istnienie punktu kontrolnego syntezy
coelimycyny, zachodzi konkurencja dwéch biatek, lub dziatanie ScbR i ScbR2 jest rozdzielone
czasowo. Delecja badanych gendw wptyneta na synteze undecyloprodigiozyny — jak i stabiej
poznanych poliketydéw jak antybiotyk wapnio-zalezny (CDA) czy arseno-poliketyd.
Zauwazono tez wptyw delecji na biatka z zespotu syntazy hopenu i amino-
trihydroksybakteriohopanu (ATBH), celicheliny oraz zespotu SCO0381-SCO0401. Usuniecie
genu cpkO spowodowato znaczng aktywacje gendw red kodujgcych syntaze
undecylprodigiosyny i genéw ECR (expression correlated with RED). Poziomy syntezy zostaty
podniesione od 4 razy dla oksydoreduktazy RedK do 58-razy dla podjednostki syntazy RedL.
Nie zaobserwowano zmian poziomu ekspresji tych gendw w szczepie delecyjnym genu cpkN.
Efekty delecji opisywanych gendw na ekspresje zespofu gendw kodujgcych antybiotyk
wapnio-zalezny byty odwrotne, usuniecie genu cpkO znacznie aktywowato ten zespdt gendw
a usuniecie genu cpkN obnizato ekspresje zespotu CDA. W przypadku syntazy
arsenopoliketydu delecja kazdego z regulatorow powodowata znaczne obnizenie aktywnosci
catego zespotu genéw w pordwnaniu ze szczepem dzikim. Pomiary proteomiczne biatek
zespotu aktynorodyny byty utrudnione z powodu tego, ze prébki byty zbierane w fazie
przejsciowej wzrostu a synteza aktynorodyny zachodzi w pdinej fazie wzrostu grzybni
powietrznej. Obserwacje fenotypowe szczepu delecyjnego cpkO wskazujg na podwyzszong
ekspresje gendéw zespotu act.

W szczepach z usunietymi biatkami regulacyjnymi zaobserwowano wiele powigzan ze

szlakami metabolizmu pierwotnego. | tak biatka zwigzane z syntezg lipidow byty obfitsze w
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szczepie z delecjg cpkN i stabiej syntetyzowane w szczepie AcpkO, natomiast biatka
odpowiedzialne za degradacje lipiddw miaty przeciwny profil ekspresji wiecej byto ich w
szczepie AcpkO a mniej w AcpkN. Taki profil biatek degradujgcych lipidy w pracy Wang
i wspotpr. 2020" zostat skorelowany ze zuzywaniem energii zamagazynowanej w
triacylglicerolach dla celéw produkcji aktynorodyny.

Przytoczone wyniki wskazujg na to, ze biatka regulatorowe typu SARP, uwazane dotad
za regulatory oddziatywujace jedynie na witasny zespdt gendw moga miec znaczenie dla
regulacji catego metabolizmu. W opisywanym przypadku zespotu CPK biatka te sg $cisle
zwigzane z systemem butanolidowym. Nalezy pamietac, ze biatko ScbA jest jedyng syntaza
y-butyrolaktonéw kodowang w chromosomie S. coelicolor A3(2), natomiast represoréw
wigzacych y-butyrolaktony jest, co najmniej kilka. Oprécz potwierdzonych represoréw ScbR i
SIbR, potencjalnie takimi represorami sg np. SC03201 i AtrA (dane nieopublikowane).
Podobnie nie bez znaczenia jest fakt, ze u S. coelicolor A3(2) odkryto osiem rdéznych
czasteczek butyrolaktonéw™. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja na mozliwe sprzezenie
zwrotne pomiedzy biatkiem CpkO a ScbA poprzez biatko ScbR2. Moze by¢ to Sciezka
regulacyjna wplywajgca na inne procesy przez system butanolidowy. Nie mozina tez
wykluczyé bezposredniego oddziatywania biatek CpkN i CpkO na inne klastry metabolizmu
wtdrnego i szlaki syntezy. Wielu badaczy zajmujacych sie biologig Streptomyces rozwaza
hipoteze, ze coelimycyna jest czgsteczkg sygnatowg. Potencjalna sygnalizacyjna rola CPK, w
tym okreslenie, ktéry prekursor CPK jest czgsteczkg aktywng, wymaga dalszych badan.
Niewatpliwie system regulacji syntazy CPK petni centralng role w regulacji metabolizmu

wtérnego S. coelicolor A3(2) i istotnie wptywa na metabolizm podstawowy.

Poszukujgc innych czynnikdw regulujacych ekspresje zespotu genédw CPK odnalaztem
biatko SCO3932, pochodzace z elementu integracyjnego podobnego do plazmidu pSam2.
Wyniki opisane sg w pracy pt.: ,GntR-like SCO3932 Protein Provides a Link between

Actinomycete Integrative and Conjugative Elements and Secondary Metabolism.”

Pawlik. K.J., Zelkowski, M., Biernacki, M., Litwiriska, K.: Jaworski, P.; Kotowska, M. Int. J. Mol.

Sci. 2021, 22, 11867.

Elementy integracyjne i koniugacyjne ICEs (ang. integrative and coniugatiwe
elements) genomdéw bakteryjnych majg zaréwno cechy plazmidowe, jak i bakteriofagowe.

Majg zdolnos¢ do wycinania z chromosomu, koniugacji z nowym gospodarzem i integracji w
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specyficznym miejscu chromosomu gospodarza przez rekombinacje. Promieniowcowe
elementy integracyjne i koniugacyjne AICE (ang. actinomycete integrative and coniugative
elements) dodatkowo majg zdolno$¢ do autonomicznej replikacji jak plazmidy. Biatko
SC0O3932 jest homologiem biatka KorSA z plazmidu insercyjnego pSam2 ze Streptomyces
ambofaciens®. Biatko SCO3932 nalezy do rodziny regulatoréw transkrypcji GntR
i klasyfikowane jest w podrodzinie HutC™®.

Charakterystyczng cechg niektéorych elementédw AICE jest fenotyp wystepujacy
w czasie procesu koniugacji, np. plazmidu pSam2 jak i jego homologéw obecnych
u S. coelicolor A3(2). W procesie tym wokét komérki donora plazmidu tworzy sie 2-4
milimetrowa strefa komérek pobierajgcych plazmid, w ktérych jest zahamowany wzrostu
i sporulacja tzw. pock. Prawdopodobnie za ten fenotyp odpowiedzialny jest system
regulacyjny kil-kor sktadajacy sie z genu kil, ktérego ekspresja jest letalna dla komoérek i jego
represora kor = Bazujgc na homologii do plazmidu pSam2 mozna zatozy¢, ze biatko SCO3932
ma funkcje elementu Kor, i kontroluje biatko SCO3934 — przypuszczalny element Kil poprzez
biatko SCO3933.

W eksperymentach in vitro i in vivo wykazalismy, ze biatko SCO3932 wigze promotory
gendw cpkD i actll-ORF4 oraz region miedzygenowy pomiedzy genami SCO3932 i SCO3933.
W szczepie nadprodukujgcym biatko SCO3932 zaobserwowalismy podwyzszong ekspresje
gendw cpkD i actll-ORF4. Wigzanie do regionu miedzygenowego w tym do witasnego
promotora moze by¢ zwigzane z aktywnoscig systemu Kil-Kor.

Zgodnie z mojg wiedzg jest to pierwszy raport dowodzgcy powigzania pomiedzy
procesami syntezy metabolitow wtdrnych a aktywnoscig elementdéw insercyjnych typu AICE
u Streptomyces na poziomie molekularnym. Proces koniugacji, w ktérym uczestnicza
elementy AICE, wprowadza komérki akceptujgce plazmid w specjalny stan fizjologiczny,
gdzie najwazniejszym celem jest osiggniecie poziomu replikacji plazmidu na poziomie
wystarczajacym do wprowadzenia do komérek akceptora'’. Pozostate procesy fizjologiczne
zwigzane z rozwojem grzybni powietrznej sg zahamowane. Nie sg jasne przyczyny, dla
ktérych takie powiazanie regulacyjne istnieje. Niewatpliwie istniejg czynniki regulacyjne

wigzgce te procesy i biatko SC0O3932 jest jednym z elementdéw tego systemu.
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W pracy pt.: “Type Il thioesterase ScoT, associated with Streptomyces coelicolor A3(2)

modular polyketide synthase Cpk, hydrolyzes acyl residues and has a preference for

propionate.” Kotowska M, Pawlik K, Smulczyk-Krawczyszyn A, Bartosz-Bechowski H, Kuczek

K. Appl Environ Microbiol. 2009 Feb; 75:887-96 opisano specyficznos¢ substratowa

tioesterazy typu Il (ScoT) z zespotu genéw CPK. Okreslono wartosci parametréw kinetycznych
oraz wskazano aminokwasy budujace centrum aktywne enzymu.

W procesie syntezy poliketydéw przez syntazy poliketydowe typu | wydtuzany
tancuch weglowy jest zwigzany kowalencyjnie z syntazg poprzez wigzanie tioestrowe do
grupy fosfopantoteinowej domeny ACP (ang: acyl carrier protein). Gotowy tancuch
poliketydowy zazwyczaj jest odcinany od syntazy poliketydowej przez domene tioesterazowa
zlokalizowang na C-koricu ostatniego modutu syntazy. W wielu zespofach gendéw syntaz
poliketydowych typu | wystepuje réwniez gen kodujacy odrebne biatko - tioesteraze typu Il.
Rola tioesterazy typu Il w syntazach PKS typu | polega na usuwaniu niereaktywnych reszt
acylowych blokujacych wieloenzymatyczny kompleks syntazy'®, wykazano, ze tioesteraza
typu Il w niektérych syntazach petni role enzymu zwalniajgcego wydtuzany tancuch
poliketydowy lub odpowiada za selekcje substratu w module tadujacym *°. W zespole gendw
CPK na C koncu ostatniego modutu nie ma domeny tioesterazowej. W tym miejscu obecna
jest domena epimerazowa, ktdra ma aktywno$é reduktazy. Wczesniejsza publikacja naszego
zespotu, Kotowska i wspotpr. 2002° potwierdzita edytujgca role tioesterazy ScoT z klastra
CPK.

Przystepujac do badan tioesterazy ScoT nie znano produktu syntazy CPK. Badania
tego zagadnienia byly prowadzone réwnolegle.

W pierwszej czesci omawianej pracy uzyskano dzikie biatko ScoT metodg ekspresji
heterologicznej w komoérkach E. coli i przeprowadzono testy enzymatyczne stosujac, jako
substraty estry p-nitrofenylowe (p-NF) kwasu octowego, propionowego i mastowego oraz
tioestry N-acetylocysteaminowe (NAC) tych samych kwaséw. Dla pochodnych NAC okreslono
parametry ke, Kwv, i keat/Kv, @ dla pochodnych p-NF okre$lono jedynie parametr keai/Kw.
Uzyskane wartosci wynosity dla pochodnych NAC: k..t= (octan / propionian / maslan) 1097 /
450+67 / 5418 [min™]; Ky= 566 / 34+10 / 52 +14 [mM]; keae/Kw= 33 / 221/ 17 [M's"] dla
pochodnych p-NF ket/Kw= (octan / propionian / maslan) 788 / 3567 / 485 [M" s™']. Na
podstawie tych wynikdéw stwierdzono, ze enzym ScoT ma preferencje wobec pochodnych

kwasu propionowego.
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Na podstawie homologii sekwencji zaproponowano, Zze tioesteraza ScoT jest
enzymem nalezagcym do rodziny o/B hydrolaz. Przygotowano zestaw konstruktow
ekspresyjnych do uzyskania biatek rekombinowanych, w ktérych aminokwasy triady
katalitycznej charakterystycznej dla o/B hydrolaz podstawiono innymi aminokwasami.
Zaplanowano podstawienie seryny 90 alaning i cysteing, kwasu asparaginowego w pozycjach
194 i 196 asparaging, histydyn 210 i 224 tyrozyna. Uzyskano biatka rekombinowane dla
konstruktéw ScoT_S90A, ScoT_S90C, ScoT_H210Y i ScoT_H224Y. Pozostate muteiny nie
ulegaty ekspresji lub ekspresja byta na tak niskim poziomie, ze nie udato sie oczyscié
wystarczajacej ilosci tych biatek. Aktywnosé enzymatyczng mutein testowano wobec
pochodnej p-nitrofenylowej kwasu propionowego i tioestru N-acetylocysteaminy
i kw. propionowego. Wykazano, ze Seryna 90 jest aminokwasem koniecznym dla aktywnosci
enzymatycznej tioesterazy ScoT. Wyniki dotyczagce wymienionych Histydyn 210 i 224
wskazaty, ze to histydyna 224 jest aminokwasem budujgcym centrum aktywne. Nie udato sie
uzyska¢ wystarczajacej ilosci preparatéw pozostatych mutein, aby okredli¢, ktéry z kwasow
asparaginowych 194 czy 196 stanowi trzeci element triady katalitycznej. W pomiarach
spektrometrii mas udato sie zaobserwowaé produkt przejsciowy reakcji hydrolizy estru
paranitrofenylowego kwasu mastowego.

Jesli poréwnamy aktywnos¢ tioesterazy ScoT z homologicznymi enzymami
pochodzacymi z innych klastrow PKS: TylO (S. fradiae) i PikAV (S. venezuelae) to zauwazymy,
ze réznica preferencji wobec pochodnych kwasu propionowego jest kilka do kilkunastu razy
wieksza. Jest to zgodne z wnioskami wynikajgcymi z teoretycznego przewidywania
substratéw dla syntazy CPK gdzie zaktadano?, ze taricuch poliketydowy powstaje w wyniku

kondensacji szesciu czgsteczek malonylo koenzymu A.

Publikacja , Type |l thioesterase ScoT is required for coelimycin production by the

modular polyketide synthase Cpk of Streptomyces coelicolor A3(2).” Kotowska M., Ciekot J.,

Pawlik K. Acta Biochimica Polonica 2014, 61(1): 141-147. PMID: 24660171 opisuje

eksperymentalne potwierdzenie roli tioesterazy ScoT w procesie syntezy coelimycyny.
Konstruujgc szczep delecyjny genu scoT, i szczep komplementacyjny tego genu i porédwnujgc
poziomy syntezy coelimycyny wykazano, ze enzym ScoT jest bezposrednio zaangazowany

w synteze coelimycyny. Zaskakujgcg obserwacjg byt fakt, ze delecja genu scoT catkowicie
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znosi synteze coelimycyny. Catkowite zahamowanie produkcji zwigzkéw poliketydowych jest
typowym efektem delecji tioesteraz typu Il uwalniajgcych ’rarﬁcuchyzo, za$ podczas
dezaktywacji TEIl, ktére posiadajg funkcje edycyjne zwykle obserwowany jest umiarkowany
spadek wydajnosci syntezy produktu21. Nasze poprzednie wyniki wskazujg na edycyjng role
tioesterazy ScoT°. Stwierdzono, ze jest aktywna in vitro wobec substratéw, ktére nasladuja
krotkie reszty acylowe blokujgce ,linie montazowg” poliketydéw. Co wiecej, gen scoT byt

w stanie komplementowa¢ delecje genu tylO w S. fradiae®.

Wykazano, ze biatko ScoT moze hydrolizowa¢ dodekanian paranitrofenylu. Test
enzymatyczny wykazat, ze szybkos¢ reakcji dla tego zwigzku jest okoto 7500 razy nizsza niz
dla preferowanego substratu — propionianu. Stagd hipoteza, ze tioesteraza ScoT moze
uwalnia¢ koricowy tancuch poliketydowy z syntazy Cpk wydaje sie mato prawdopodobna. Tak
powolna hydroliza produktu bytaby etapem ograniczajgcym biosynteze i utatwiataby
hydrolize krotszych poétproduktdw przytgczonych do poprzedzajagcych modutéw przez te
samg tioesteraze. Jednakze, wynik ten wskazuje, ze tioesteraza ScoT ma szeroki zakres
substratéw, i moze trawié¢ acylowe fancuchy, ktére sg wystawione na jej dziatanie przez

wystarczajgco dtugi czas.

W tej publikacji zaprezentowano réwniez szybkg i precyzyjng metode pomiaru
poziomu coelimycyny w medium hodowlanym. Gomez-Escribano i wspdtpracownicy w 2012
roku ustalili strukture chemiczna coelimycyny P1’. Coelimycyna jest syntetyzowana, jako 12
weglowy tancuch zawierajgcy trzy wigzania podwdjne, zakorczony grupg aminowa. W takiej
postaci coelimycyna jest transportowana na zewngtrz komorki gdzie zachodzg reakcje
epoksydacji wiazan podwdjnych oksydacji grupy hydroksylowej przy weglu 9 i cyklizacji’.
Taka czgsteczka reaguje ze zwigzkami znajdujgcymi sie w medium hodowanym. Reakcja
coelimycyny z N-acetylocysteing powoduje powstanie coelimycyny P1 a reakcja
z glutaminianem sodu prowadzi do powstania coelimycyny P2. Prawdopodobnie istnieje
wiele odmiennych wersji coelimycyny. Wersje P1 i P2 sg zwigzkami barwnymi i tatwymi w
detekcji przy uzyciu metod spektrofotometrycznych. Zastosowanie minimalnego medium
zawierajgcego 50mM glutaminian sodu w hodowlach pozwolito na opracowanie ilosciowej

metody HPLC do pomiaru coelimycyny P2 bezposrednio w medium hodowlanym.
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Podsumowanie

Cykl przedstawionych przeze mnie prac miat na celu poznanie biologii syntazy
poliketydowej Typu | ze Streptomyces coelicolor A3(2). Do roku 2010 syntaza ta byta
opisywana, jako ,ukryta” (ang. cryptic). Obecnie w dobie masowego sekwencjonowania
genomow bakteryjnych stanowi przyktad nieaktywnego zespotu gendw, ktorych wiele jest
opisywanych w coraz to nowych genomach. Za najwazniejsze osiggniecia uwazam:
° Odkrycie coelimycyny i ustalenie warunkéw aktywacji zespotu genow CPK. Przez
ponad 50 lat badan laboratoryjnych nad bakterig S. coelicolor A3(2) brak byto doniesien
naukowych opisujgcych obserwacje tego metabolitu wtérnego, pomimo jego wyraznego
zabarwienia. Wynika to ze Scistej kontroli produkcji coelimycyny przez skomplikowane
mechanizmy regulacyjne, w tym zjawisko quorum sensing i represje kataboliczng oraz
dziatanie regulatoréw plejotropowych. Odkrycie jest o tyle istotne, ze znanych jest obecnie
bardzo wiele nieaktywnych zespotdw gendéw syntaz metabolitow wtérnych, ktérych
aktywacja moze prowadzi¢ do uzyskania nowych potencjalnie uzytecznych zwigzkdéw
poliketydowych. Zastosowane podejscie polegajace na poszukiwaniu warunkéw, w ktérych
dziki szczep produkuje poszukiwany zwigzek ma te przewage nad metodami opartymi o
modyfikacje genetyczne takie jak delecja represora, nadprodukcja aktywatoréw, czy
ekspresja heterologiczna w innym szczepie, ze uzyskujemy zwigzek kompletny taki jak
wystepuje w srodowisku naturalnym.
° Udziat w opisaniu roli biatek regulatorowych CpkO i CpkN. Dotychczas biatka typu
SARP uwazane byty za bezposrednie aktywatory zespotu gendéw, w ktérym sg kodowane.
Przedstawione wyniki pokazujg znacznie bardziej ztozony mechanizm regulacji syntezy
poliketyddéw, w ktérym wszystkie regulatory zaréwno te dotychczas opisane, jako zwigzane z
konkretng syntazg jak i regulatory plejotropowe oraz regulatory centralne zwigzane z
systemem quorum sensing tworzg rozbudowang sie¢ wzajemnych zaleznos$ci. To nowe
spojrzenie jest istotne dla rozwoju badan nad produkcjg zwigzkéw poliketydowych majacych
zastosowanie praktyczne gdzie dazy sie do uzyskania jak najbardziej wydajnych szczepdow.
. Wskazanie powigzania elementow AICE z synteza coelimycyny i aktynorodyny.
Genetyczne elementy mobilne jak transpozony, fagi, czy plazmidy stanowig duzy problem w
wielkoskalowych hodowlach bakteryjnych, w jakich prowadzi sie produkcje antybiotykdéw czy

innych uzytecznych metabolitow wtérnych. Mechanizmy wigzace transfer tych elementéw z
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fizjologia komorki sg dotychczas stabo poznane. Zaprezentowane dane stanowig krok w
kierunku poznania biologii tego procesu.

° Udziat w opisaniu roli tioesterazy ScoT. Podobnie jak w przypadku zrozumienia
systemow regulacji, zrozumienie funkcji tioesteraz typu Il ma znaczenie praktyczne w
tworzeniu i rozwoju nowych zwigzkéw poliketydowych. Opisana tioesteraza jest juz
eksperymentalnie stosowana w projektach komercyjnych, ktérych celem jest uzyskiwanie

duzych ilosci krotko taricuchowych poliketyddéw.

Uwazam, ze prace wchodzace w sktad cyklu znacznie poszerzyty wiedze o biologii gatunku
Streptomyces coelicolor A3(2) i jednoczesnie catego rodzaju Streptomyces. Wyniki uzyskane
w moich pracach staty sie istotnym punktem odniesienia dla naukowcéw zajmujacych sie
zaréowno badaniami podstawowe] biologii Streptomyces, jak réwniez badaniami
aplikacyjnymi w zakresie zwigzkéw poliketydowych. Przedstawione wyniki wniosty nowe
spojrzenie na poszukiwanie dotychczas nieznanych zwigzkéw poliketydowych. Istotny wptyw
wywieraja tez na prace nad modyfikacjami proceséw syntezy znanych zwigzkéw i tworzenia z

nich nowych kombinacji metodami biologii syntetycznej.
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5.

Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cig naukowg albo artystyczng
realizowang w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
W szczegblnosci zagraniczne;.

° W okresie od 01.12.2002 do 30.11.2003 odbytem staz podoktorski na
Uniwersytecie Paris Sud XI, w Institut de Génétique et Microbiologie (Paryz, Francja).
Staz finansowany byt przez Francuskie Ministerstwo Mtodziezy, Edukacji i Badan.
Temat stazu ,pSam2 as a model to study conjugative transfer among bacteria of the
genus Streptomyces”. W czasie stazu prowadzitem prace badawcze majace na celu
wyjasnienie mechanizmu transferu miedzykomaérkowego plazmidéw zintegrowanych
z chromosomem S. coelicolor A3(2). Staz odbywatem pod kierunkiem prof. Jean-Luc
Pernodet’a.

. Wspotpraca naukowa z prof. Eriko Takano w zakresie badania aktywnosci
gendw syntazy poliketydowej CPK. W ramach tej wspotpracy od 24.09 do 18.11.2005
odbytem staz krétko terminowy na Uniwersytet Eberharda Karola w Tybindze.
Wynikiem wspotpracy byta publikacja Pawlik i wspotpr. 2007 (pozycja 7 w rozdziale
Il.4 wykazu osiggnie¢ naukowych).

. Praca naukowa i dydaktyczna w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im.
Piastéw Slaskich we Wroctawiu. W okresach od 1.10.2009 do 30.9.2010 i od
1.10.2012 do 30.09.2014 bytem zatrudniony na stanowisku adiunkta w wymiarze %
etatu w w/w Katedrze. W ramach zatrudnienia prowadzitem prace badawcze i prace
dydaktyczng polegajgcg na prowadzeniu ¢wiczen z toksykologii dla studentéw
farmacji oraz prowadzeniu prac magisterskich. W tym okresie bytem promotorem
trzech prac magisterskich: Marty Durlak, Beaty Agnieszki Kotarskiej i Joanny
Piechowicz (pozycje 8, 10 i 14 na liscie w pkt. 6 tego dokumentu). W ramach pracy
badawczej bratem udziat w realizacji projektu pt.: ,Badanie wtasnosci biologicznych
nowych pochodnych izoksazolo- i pirazolopirydyny” wyniki tego projektu zostaty
zaprezentowane w formie plakatu (poz. 54 w rozdziale II.7 wykazu osiggniec
naukowych) oraz opublikowane w pracy Poreba i wspotpr. 2015 (poz 24 w rozdziale
[I.4 wykazu osiggnie¢ naukowych). Efektem pracy w Katedrze i Zakfadzie Toksykologii
byty réwniez publikacje Kazubek i wspdtpr. 2010, Kazubek-Zemke i wspétpr. 2014,
oraz Szymanska i wspotpr. 2017 (poz 10, 20 i 29 w rozdziale 1.4 wykazu osiggniec
naukowych). W tym okresie powstat réwniez patent nr P.402290 (poz. 1 w rozdziale
I11.3 wykazu osiggnie¢ naukowych)

. Wspdtpraca naukowa z prof. Markiem Samociem i jego zespotem z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Wspédtpraca dotyczyta funkcjonalizowania
czgstek  biologicznych  (DNA, biatek) nanoczastkami o  wiasciwosciach
fluorescencyjnych. W ramach wspétpracy zrealizowano miedzynarodowy grant NCN -
HARMONIA nr 2012/04/M/ST5/00340 (poz. 3 w rozdziale 1.9 wykazu osiggniec
naukowych). Wynikiem wspétpracy byty prace oryginalne: Hanczyc i wspoétpr. 2011,
Olesiak-Baniska i wspotpr. 2011, Gordel i wspotpr. 2012, Delplanque i wspotpr. 2015,
Klekotko i wspétpr. 2015 (poz 11, 12, 16, 21, 25 w rozdziale 1.4 wykazu osiggniec
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naukowych). W wyniku wspétpracy zaprezentowano rdéwniez szereg doniesien
zjazdowych, s3 to pozycje 28, 29, 30, 31, 32, 37, 38, 45, 58, 60, 61, 63, 67, 72,73, 76
w rozdziale I.7 wykazu osiggnie¢ naukowych.

° Wspodtpraca naukowa z dr hab. Katarzyng Matczyszyn z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. Wspotpraca dotyczyta oddziatywan
azobenzendw z biatkami i kwasami nukleinowymi. Wynikiem tej wspotpracy byty trzy
prace oryginalne Deiana i wsp6tpr. 2017a, Deiana i wspotpr. 2017b, oraz Dudek i
wspotpr. 2018 (pozycje 28, 30, 32 w rozdziale 11.4 wykazu osiggnieé naukowych).

. Od roku 2018 wspdtpracuje naukowo z dr hab. Katarzyng Matczyszyn z
Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej. i z prof. Iforem Samuelem z
Uniwersytetu w St. Andrews (W. Brytania) realizujagc temat ,Fototerapia
antybakteryjna w zwalczaniu patogendéw stopy cukrzycowej” W ramach tej
wspotpracy powstaty prace oryginalne Chen i wspoétpr. 2019, Maldonado-Carmona N.,
i wspotpr. 2020 (pozycje 36 i 38, w rozdziale 1.4 wykazu osiggnie¢ naukowych).
Przedstawiono réwniez szereg doniesien zjazdowych: pozycje 4, 5, 6, 7, 8, 12, 13, 14,
16, 17, 19, w rozdziale 1.7 wykazu osiggnie¢ naukowych. Ta wspodtpraca jest
kontynuowana, w przygotowaniu sg kolejne prace oryginalne.

6. Informacja o osiaggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke.
a) Osiggniecia dydaktyczne

Promotorstwo pomocnicze pracy doktorskiej:

dr Bartosz Bednarz, Promotor dr hab. Jacek Rybka. Praca pt.; “Rola biatek
regulatorowych CpkO i CpkN w procesie syntezy coelimycyny oraz w szlakach
produkcji innych antybiotykdw u Streptomyces coelicolor A3(2)” dyplom uzyskany
14.10.2021

Promotorstwo prac magisterskich (podano nazwisko magistranta, tytut pracy,
IITD/uczelnie macierzystq rok obrony)

1. Juan José Quispe Haro, Studying the effects of cpkN and cpkO deletion on
antibiotic gene clusters in S. coelicolor A3(2). IITD/MONABIPHOT-Saclay-
Politechnika Wroctawska 2019.

2. Barbara Dgbrowska, Analiza potencjatu uzyskania metabolitéw wtdrnych ze
Streptomyces osmaniensis. |ITD/ Politechnika Wroctawska 2019.

3. Aleksandra Gosiewska. Charakterystyka fenotypowa szczepdw Streptomyces
coelicolor A3(2), z podwyzszonym poziomem ekspresji regulatoréw typu SARP.
IITD/ Politechnika Wroctawska 2018.

4. Nikola Nowot, Badanie wptywu biatka CpkN na aktywnos¢ promotoréw z zespotu
gendw syntazy poliketydowej Cpk. IITD/ Politechnika Wroctawska 2018.

21


https://www.frontiersin.org/people/u/944431

Zatacznik 2. Autoreferat K. Pawlik

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Olga Kozielewska, Charakterystyka funkcjonalna biatek wigzgcych gamma-
butyrolaktony ze Streptomyces coelicolor A3(2) IITD/ Politechnika Wroctawska
2016.

Anna Lech, Analiza oddziatywan biatka SCO7102 z innymi biatkami u
Streptomyces coelicolor A3(2). ITD/ Politechnika Wroctawska 2015.

Katarzyna Litwinska, Charakterystyka biatka SCO7102 ze Streptomyces coelicolor
A3(2). ITD/ Politechnika Wroctawska 2014.

Joanna Piechowicz, Znaczenie estradiolu w procesie peroksydacji lipidow
wywofanej etanolem. Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Wydziat
Farmaceutyczny 2013.

Mateusz Biernacki, Biatko SCO3932, jako potencjalny regulator syntezy
metabolitéw wtdrnych u Streptomyces coelicolor A3(2). ITD/ Politechnika
Wroctawska 2013

Beata Agnieszka Kotarska, Wrtasciwosci fizykochemiczne i biologiczne
pochodnych 2-aminobenzimidazolu i pochodnych imidazo[4,5-b]pirydyny.
Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Wydziat Farmaceutyczny 2013.

Mateusz Zelkowski, Badanie oddziatywan biatka SC03932 z sekwencjami
promotorowymi gendéw cpk ze Streptomyces coelicolor. IITD/ Politechnika
Wroctawska 2012.

Tomasz Buhl, Udziat biatka CpkF ze Streptomyces coelicolor A3(2) w transporcie
biocyddw IITD/ Politechnika Wroctawska 2011.

Wojciech Pastawski, Ekspresja i charakterystyka biatka btonowego CpkF ze
Streptomyces coelicolor A3(2) IITD/ Politechnika Wroctawska 2010.

Marta Durlak, Zaleznos¢ ekspresji wybranych gendw syntazy poliketydowej CPK
ze Streptomyces coelicolor od biatka CpkN. IITD/ Akademia Medyczna, Wroctaw
2010.

Piotr Hanczyc, Study of liquid crystal phases and ordering properties of plasmid
DNA IITD/ Politechnika Wroctawska-Monabiphot 2009.

Katarzyna Hanczaryk, Biatko regulatorowe CpkN ze Streptomyces coelicolor A3(2)
IITD/ Politechnika Wroctawska 2009.

Sylwia Szczur, Rola biatka CpkF ze Streptomyces coelicolor. IITD/ Politechnika
Wroctawska 2008.

Piotr Kolesinski, Nadekspresja biatka KasN w komérkach Streptomyces coelicolor
IITD/ Politechnika Wroctawska 2006.

Promotorstwo prac licencjackich i inzynierskich (podano nazwisko magistranta, tytut

pracy, uczelnie macierzystqg, rok obrony) (Lic.) praca licencjacka, (Inz.) Praca
inzynierska.

Wiktor Zborowski. Molekularne podstawy aktywnosci kolagenazowej
Streptomyces pratensis. Molecular basis of collagenolytic activity of
Streptomyces pratensis. Wydziat Nauk Biologicznych Uniwersytet Wroctawski
2021. (Lic.)

Mateusz Wenecki. Wptyw nadekspresji biatek aktywatorowych CpkO i CpkN na
zespot gendw cpk ze Streptomyces coelicolor A3(2). Wydziat Nauk Biologicznych
Uniwersytet Wroctawski 2020. (Lic.)
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3. Aleksandra Gosiewska. Charakterystyka oddziatywan biatka CpkN z DNA u
Streptomyces coelicolor A3(2). Politechnika Wroctawska 2017. (Inz.)

4. Katarzyna Litwinska, Konstrukcja wektorow ekspresyjnych biatka SC0O3932 do
utworzenia mutantéw Streptomyces coelicolor. Politechnika Wroctawska 2013.
(Inz.)

5. Paulina Polinceusz, Mate niekodujgce czgsteczki RNA w procesach regulacji
metabolizmu u Streptomyces. Politechnika Wroctawska 2012. (Inz.)

6. Anna tukawska, Rola Tioesterazy typu Il przy produkcji zwigzkdéw poliketydowych
Uniwersytet Wroctawski 2006. (Lic.)

Opiekun praktyk studenckich

Ponad 44 osoby z wroctawskich uczelni odbyto pod moim kierunkiem praktyki
studenckie w latach 2005-2020.

b) Osiggniecia organizacyjne

1. Prowadzenie grantow

Po uzyskaniu stopnia doktora | odbyciu stazu podoktorskiego, kierowatem
grantami badawczymi:

a) Grantem KBN nr 3 PO4B 004 25 pt.: ,,Analiza i modulacja aktywnosci kinetycznej
tioesterazy typu |l ze Streptomyces coelicolor A3(2).”

b) Grantem MNiISW nr N N302 1384 33 pt.: ,lzolacja, poznanie wtasciwosci
biologicznych oraz okreslenie struktury i badanie procesu biosyntezy nowego zwigzku
poliketydowego ze Streptomyces coelicolor A3(2).”

Granty te dotyczyly tematyki zwigzanej z badaniami syntazy poliketydowej
CPK. Byty realizowane przez zespdt skfadajgcy sie ze mnie, dr Magdaleny
Kotowskiej, prof. Andrzeja Gamiana, oraz mtodych naukowcéw zatrudnionych
czasowo na etatach technikéw po uzyskaniu tytutu magistra. W badania
zaangazowani byli tez studenci realizujgcy prace magisterskie licencjackie i
inzynierskie.

c) W okresie 20.12.2012 —19.10.2016 realizowatem w ramach konsorcjum IITD PAN
z Politechnikg Wroctawskg grant NCN Harmonia (nr 2012/04/M/ST5/00340) pt.:
»Funkcjonalizowane nanostruktury w nieliniowym obrazowaniu optycznym i dla
nanofotoniki.” Kierownikiem projektu byt prof. Marek Samo¢, ja odpowiadatem za
zadania realizowane przez lITD PAN. Gtéwne moje wyzwania organizacyjne i naukowe
zwigzane byty z koordynacjg prac eksperymentalnych z zakresu chemii fizycznej z
pracami w dziedzinie biologii prowadzonymi w IITD PAN.

2. Projekt BINWIT - www.binwit.pl

W okresie od 21.09.2016 do 30.05.2018 kierowatem pracami nad
przygotowaniem i ztozeniem aplikacji o finansowanie projektu wg. mojego pomystu
pt.: ,Baza Informacji Naukowych Wspierajacych Innowacyjne Terapie — BINWIT” z
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funduszy Programu Operacyjnego Polska Cyfrowa. Prace obejmowaty kierowanie:
przygotowaniem zatozen bazy, inwentaryzacjg kolekcji naukowych 1ITD PAN
przeznaczonych do digitalizacji i udostepnienia, koordynacje prac laboratoriéw
przygotowujgcych wstepne informacje, przygotowaniem dokumentacji aplikacyjnej
(wniosek, studium wykonalnosci i pozostate dokumenty), trzykrotnym sktadaniem
aplikacji (10.01.2017, 31.05.17, 15.01.2018). W procesie przygotowania aplikacji
uczestniczyto oprocz mnie dziewiecioro pracownikow I[ITD PAN i piecioro
pracownikéw firm zewnetrznych.

Whiosek uzyskat finansowanie i od 1.08.2018 do 29.10.2021 kierowatem
realizacjg projektu BINWIT. W projekcie braty udziat nastepujgce laboratoria:
Samodzielne Lab. Biologii Komdrek Macierzystych | Nowotworowych, Samodzielne
Lab. Bakteriofagowe, Laboratorium Biologii Molekularnej Mikroorganizmoéw i
utworzone dla potrzeb projektu Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki. Catkowity
koszt projektu wynidst 18 867 895,65 zt, w tym koszty inwestycyjne stanowigce
gtownie zakup aparatury badawczej wynosity 11 485998,93 zt. Jako kierownik
projektu bytem odpowiedzialny: (i) za zakup aparatury badawczej — nadzorowatem
trzy przetargi europejskie, i realizacje uméw z oSmioma wytonionymi dostawcami, za
zakup odczynnikéw i drobnego wyposazenia — nadzorowatem cztery przetargi
europejskie, i realizacje 27 umoéw z dostawcami oraz za przetargi i realizacje uméw z
podwykonawcami. Do moich obowigzkéw nalezata réwniez koordynacja wspétpracy,
nadzor i wsparcie prac wykonywanych przez dostawcéw ustug.

W zakresie dokumentacji i raportowania moje obowigzki obejmowaty
korespondencje z Centrum Projektdw Polska Cyfrowa (CPPC), uzgadnianie zmian
i przygotowywanie aneksdw, raportowanie postepow realizacji projektu do CPPC,
raportowanie do Komitetu Rady Ministréw do spraw Cyfryzacji (KRMC).

W projekcie sumarycznie zatrudnionych byto 56 oséb. W szczytowym okresie
nasilenia prac, jednoczes$nie zatrudnione byly 44 osoby. Przeprowadzono szereg
szkolen specjalistycznych z obstugi zakupionych urzadzen badawczych.

Projekt zakonczyt sie sukcesem, wynikiem jego realizacji jest:

e Zinwentaryzowane, opisane i zarchiwizowane zasobow kolekcji bakteriofagéw
[ITD PAN. Dostepne na stronie https://db.binwit.pl/pl .

e Zinwentaryzowane, opisane i zarchiwizowane danych  dotyczacych
mezenchymalnych komérek macierzystych pozostajacych w dyspozycji Sam. Lab.
Biologii Komérek Macierzystych i Nowotworowych.

e Doposazenie w aparature naukowg Sam. Lab. Biologii Komérek Macierzystych i
Nowotworowych oraz Laboratorium Biologii Molekularnej Mikroorganizméw.

e Rozwdj zespotdéw badawczych wszystkich laboratoriéw biorgcych udziat w
projekcie

e Utworzenie nowych jednostek organizacyjnych Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu— opisane ponizej pkt. 6 b) 3i 4.

e Promocja Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu —
patrz pkt. 6 b) 5.
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Wyktad podsumowywujgcy wyniki projektu jest dostepny online pod adresem:
https://binwit.pl/blog/2021/10/26/wyklad-dr-krzysztofa-pawlika-prezentacja-projektu-
binwit-iitd-pan/

3. Organizacja pracowni transmisyjnej mikroskopii elektronowej.

W ramach projektu BINWIT” zorganizowatem pracownie transmisyjnej
mikroskopii elektronowej. Przeprowadzenie digitalizacji kolekcji bakteriofagéw
zgromadzonej w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej wymagato
catkowicie nowego podejscia technologicznego i organizacyjnego do obrazowania
bakteriofagdw. W projekcie zatozono digitalizacje okoto 400 bakteriofagéw w ciggu
36 miesiecy trwania projektu. Dotychczas IITD PAN dysponowat jednym 30 letnim
elektronowym mikroskopem transmisyjnym. Zapewnienie digitalizacji bakteriofagow
byto jednym z krytycznych wyzwan organizacyjnych w ramach projektu, dlatego jako
kierownik projektu realizowatem to osobiscie. W ramach organizacji pracowni:

e bratem wiodacy udziat w przygotowaniu koncepcji wyposazenia pracowni
i wyborze konfiguracji mikroskopu transmisyjnego,

e uczestniczytem w procedurze przetargowej i zakupie mikroskopu JEOL JEM F-200,
oraz wyposazenia do preparatyki,

e organizowatem i nadzorowatem remont pomieszczen, w ktérych powstata nowa
pracownia sktadajgca sie z laboratorium preparatyki mikroskopowej,
pomieszczenia mikroskopdw i pomieszczenia maszynowni.

e prowadzitem rekrutacje specjalistow mikroskopii i preparatyki,
e nadzorowatem remont i relokacje mikroskopu elektronowego Jeol 1200 EX.

W ramach realizacji projektu wykonano ponad 3000 zdje¢ w okresie 22
miesiecy. Pracownia dziata nadal i jest wykorzystywana przez pracownikéw IITD PAN
oraz przez badaczy z wroctawskiego srodowiska naukowego.

Pracownia jest wyposazona w Mikroskop JEOL 1200 EX, Mikroskop JEOL JEM
F-200 posiadajgcy mozliwos¢ obrazowania w trybie CRYO-EM, w konfiguracji: dziato z
zimng emisjg o maksymalnym napieciu przyspieszajgcym 200 kV, nabiegunnik CR, o
najwiekszym dostepnym kontrascie i niskim wspdtczynniku  kontaminacji,
dedykowany do zastosowan niskotemperaturowych oraz ogdlnego obrazowania
biologicznego, detektor EDS JEOL CENTURIO DRY SD30GV, tryb mikroskopii STEM z
detektorami BF (bright-field) i HAADF (high-angle annular dark-field), kamera CMOS
TVIPS TemCam-XF416 o rozdzielczosci 16 MPx i powierzchni 5 x 63.5 mm2. Pozostate
wyposazenie to uchwyt wysokopochytowy do tomografii w temperaturach otoczenia,
uchwyt mrozeniowy FISCHIONE 2550 Cryo-Transfer Holder z mozliwoscig tomografii.
Ultramikrotom Leica EM UC7 z przystawka mrozeniowg FC7, System witryfikacji
probek Leica EM GP2, napylarka wysokoprézniowa Quorum Technologies K975X,
plazma cleaner Targeo-EM i procesor tkankowy EMP 5160.

25



Zatacznik 2. Autoreferat K. Pawlik

4. Organizacja Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki

W ramach projektu BINWIT zajmowatem sie organizacjg Laboratorium
Genomiki i Bioinformatyki. Dziatania organizacyjne prowadzitem wspdlnie z
dr hab. tukaszem taczmanskim. Digitalizacja bakteriofagdw oprécz oznaczenia
morfotypu i opisu biologii wymagata réwniez zsekwencjonowania genomodw
fagowych. W celu realizacji tego zadania powstato opisywane laboratorium. Dziatania
organizacyjne, w ktorych bratem udziat obejmowaty:

e procedury przetargowe i zakup wyposazenia,

e rekrutacje pracownikéw,

e organizacje szkolenia zatrudnionego personelu i opracowanie procedur
bioinformatycznych.

Aktualnie po zakonczeniu projektu laboratorium rozwija wtasng dziatalnos¢
badawczg i wspdtprace z innymi jednostkami naukowymi. Laboratorium jest
wyposazone w: sekwenatory Il generacji MiSEQ, NextSEQ (Illumina) i sekwenatory I
generacji: MinlON (ONT) oraz urzadzenia do walidacji bibliotek NGS, automatycznej
izolacji kwaséw nukleinowych, i inne konieczne do prowadzenia analiz NGS.

d) Popularyzacja Nauki

W projekcie BINWIT istotnym sktadnikiem byta promocja i docieranie z
informacjg o udostepnianych danych naukowych do jak najszerszego grona
odbiorcow. W projekcie przygotowano: 3 filmy instruktarzowe dotyczace
uzytkowania bazy, 3 animacje wyjasniajgce zasady stosowanych technik badawczych,
wywiady z kierownikami zespotéw specjalistycznych. Przeprowadzono nagrania
dziewietnastu wyktadéw zorganizowanych w ramach Dolnoslgskiego Festiwalu Nauki
2020. Nagrania zostaty sformatowane iudostepnione na stronie informacyjnej
projektu https://binwit.pl/dfn-2020/. Przeprowadzono konferencje otwierajacg i
zamykajgcy. Konferencja zamykajgca projekt byta —transmitowana w mediach
spotecznos$ciowych jest dostepna pod adresem
https://www.facebook.com/binwit/videos/618489919153687. Nad catoscig tych dziatan
sprawowatem nadzér organizacyjno-merytoryczny, jako kierownik projektu.

Osobiscie bytem zaangazowany w:

a) przygotowanie scenariusza do filmu pt.: ,Bakteriofagi zamiast ANTYBIOTYKOW?
Nasza bron przeciw superbakteriom!” prezentowanego na kanale Okiem chemika
w serwisie YouTube. Do dnia 5.02.2022 film miat 33 314 odtworzeni. Film jest
dostepny pod adresem https://youtu.be/3MyDKgwZoFc .

b) w przygotowanie koncepcji, organizacje i korekte filmu pt.: ,Kogo uzdrowig
komorki macierzyste?” prezentowanego na kanale Naukowy Betkot w serwisie
YouTube. Do dnia 5.02.2022 film miat 138 900 odtworzen. Film jest dostepny pod
adresem https://youtu.be/J1IVMWQW-gM .
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c) przygotowanie konferencji zamykajacej projekt, ktéra odbyta sie 7.10.2021 i byta
transmitowana na zywo w mediach spotecznosciowych. Wyktady z tej konferencji
sq dostepne na stronach projektu: https://binwit.pl/konferencje-binwit/;
https://binwit.pl/blog/2021/10/26/konferencja-baza-informacji-naukowych-
wspierajacych-innowacyjne-terapie-binwit/ .

d) udzielitem wywiadu telewizji TVP3 Wroctaw. Wywiad odbyt sie 22.10.2020 i byt
zatytutowany ,BINWIT, czyli rzetelna wiedza o najnowszych naukowych
osiggnieciach” wywiad jest dostepny pod adresami

https://wroclaw.tvp.pl/50449460/binwit-czyli-rzetelna-wiedza-o-najnowszych-
naukowych-osiagnieciach i https://youtu.be/100zJ1x2LH4

Poza tematyka projektu BINWIT razem z dr hab. tukaszem taczmanski w
poczatkowym okresie pandemii COVID-19 przygotowatem film pt.: ,Test na
koronawirusa” Film jest dostepny pod adresem https://youtu.be/- NTdd89s-E .

7. Opr6cz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

(podpis wnioskodawcy)
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