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1. Imig¢ i nazwisko Grzegorz Koczyk
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

18/01/2008 — stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii — biologii molekularnej
nadany uchwalag Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza na podstawie
przedstawionej rozprawy doktorskiej pt. “Adnotacja funkcjonalna genéw z wykorzystaniem
profilowych metod analizy sekwencji” (promotor: prof. dr hab. Jerzy Chetkowski, Instytut Genetyki
Roélin Polskiej Akademii Nauk)

18/10/2002 - tytut magistra biologii w zakresie biologii molekularnej nadany przez Wydzial
Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza na podstawie pracy magisterskiej pt. “Computational
aspects of phylogenetic analysis: In search of paralogs” (promotor: prof. dr hab. Jacek Blazewicz,
Politechnika Poznanska)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2008-teraz — adiunkt, Zaklad Biometrii i Bioinformatyki, Instytut Genetyki Roslin Polskiej

Akademii Nauk, Poznan

2003-2007 — student studium doktoranckiego Wydzialu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza
w Poznaniu (praca doktorska realizowana w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk,

Poznan)

4, Wskazanie osiggnigcia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311)

A. Tytul osiagnigcia “Charakterystyka Zrédet zmienno$ci genéw odpowiedzialnych za metabolizm
wtérny grzybow wyzszych poprzez analizy z zakresu genomiki ewolucyjnej oraz rekonstrukcje

filogenetyczne historii zakonserwowanych domen biatkowych”.
B. Publikacje wchodzace w sklad osiggnigcia

Cykl pigciu powiazanych tematycznie publikacji o lacznym wspétczynniku wplywu (impact
factor) rownym 17.613 oraz tacznej punktacji MNiSW roéwnej 149.

B.1 Koczyk G (85%), Berezovsky IN. (2008) Domain Hierarchy and closed Loops (DHcL):

a server for exploring hierarchy of protein domain structure. Nucleic Acids Research;

36(Web Server issue):W239-45; IF2005=6.878, MNiSW;05=24; liczba cytowan(WoS)=15

B.2 Stepien L, Koczyk G (40%), Waskiewicz A. (2011) FUM cluster divergence in

fumonisins-producing Fusarium species. Fungal Biology (fin. Mycological Research);
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115(2):112-23; IF2011=1.429, MNiSW11'=35; liczba cytowan(WoS)=38

B.3 Dawidziuk A, Koczyk G (40%)*, Popiel D, Kaczmarek J, Busko M. (2014) Molecular
diagnostics on the toxigenic potential of Fusarium spp. plant pathogens. Journal of
Applied  Microbiology;  116(6):1607-20;  1F04=2.479, MNiSW3:014=30, liczba
cytowan(WoS)=7

B.4 Popiel D, Koczyk G (30%), Dawidziuk A, Gromadzka K, Blaszczyk L, Chetkowski J.
(2014) Zearalenone lactonohydrolase activity in Hypocreales and its evolutionary
relationships within the epoxide hydrolase subset of a/f-hydrolases. BMC
Microbiology;14:82; TF2015=2.729, MNiSW211,=30; liczba cytowan(WoS)=12

B.5 Koczyk G (70%)*, Dawidziuk A, Popiel D. (2015) The Distant Siblings-A
Phylogenomic Roadmap Illuminates the Origins of Extant Diversity in Fungal
Aromatic Polyketide Biosynthesis. Genome Biology and Evolution; 7(11):3132-54;
1F2015=4.098, MNiSW,(;5=35 liczba cytowan(WoS)=4

* - autor korespondencyjny

Opis indywidualnego wkladu w powstanie kazdej z publikacji znajduje si¢ w Zalaczniku nr 3
(Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o osiagnigciach dydaktycznych,
wspolpracy naukowej i popularyzacji nauki), a indywidualne o$wiadczenia wspdtautorow w

Zataczniku nr 5 (O$wiadczenia wspotautoréw publikacji sktadajacych si¢ na osiagnigcie naukowe).

C. Omoéwienie celu naukowego prac i osiagnigtych wynikéw, wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania
Wstep

W ewolucji organizméw komorkowych istotng rolg na kazdym etapie odgrywata modularnos¢ —
wymienialno$¢ podstawowych blokéw konstrukcyjnych od czasteczek prostych zwiazkow
organicznych przez makroczasteczki biatkowe i nukleotydowe, az do kompleksow realizujacych
skomplikowane funkcje niezbedne dla przezycia komorki. W kontekscie bialek, istotna rolg
komponentéw skladowych odgrywaja domeny — rozumiane jako zakonserwowane pod
wzgledem sekwencji, niezaleine energetycznie elementy struktury realizujjgce autonomiczne
funkcje np. regulacyjne, interakcyjne lub katalityczne. Nasze rozumienie domen jako “cegietek”
funkcjonalnych odgrywa najwigksze znaczenie tam, gdzie plastycznos¢ peionych rdl (np.

katalizowanych reakcji, syntetezowanych produktéw) zyskuje wskutek kombinatorycznego

1 - wartoé¢ punktacji podano dla nazwy periodyku Mycological Research, pod ktéra czasopismo umieszczono na

liscie A publikacji naukowych na lata 2011-2012
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polaczenia wielu réznych elementéw — domen polozonych na jednym lub wielu tafcuchach

bialkowych powigzanych w czasie i przestrzeni.

Szczegblnie w obszarze biosyntezy tzw. metabolitow wtoérnych zbiega si¢ rola wielu r6znych rodzin
genowych, w tym rodzin kodujacych wielodomenowe biatka o $cisle skoordynowanej aktywnosci
(syntazy poliketydow i nierybosomalnych polipeptydow). Metabolity wtérne to szeroka grupa
niskoczgsteczkowych zwigzkéw organicznych, z reguly bedacych produktem szlakow
stanowigcych odgalezienie lub dodatkowe ujScie (ang. shunt) gléwnych szlakow
metabolicznych (np. biosyntezy tluszczy — poliketydy, biosyntezy aminokwasow i bialek —
nierybosomalne peptydy). W kontekécie mikroorganizmow, ich biosynteza nie jest konieczna do
przezycia w warunkach laboratoryjnych, jednak rola ekologiczna obejmuje m.in. konkurencj¢ z
innymi organizmami (np. antybioza) lub ulatwianie przyswajania krytycznych skladnikow
odzywczych (np. siderofory w przyswajaniu jonoéw Zzelaza). W konsekwencji, pierwotne ludzkie
zainteresowanie bylto najczesciej wynikiem obserwowanego efektu na Zzycie i zdrowie ludzi oraz
zwierzat hodowlanych — dzialania leczniczego (antybiotyki) badz toksycznego (mykotoksyny).
Przedstawione przeze mnie osiagnigcie dotyczy prac w znacznej mierze skupionych na poznaniu
historii genéw biosyntezy metabolitow wtornych, zidentyfikowaniu réznic w ich historii i
historii organizméw—"nosicieli” oraz opisie tychze w konteks$cie struktury biatkowej, a w
szczegblnosci architektury domenowej. Problem ten jest nierozerwalnie powiazany z
zagadnieniem wyodrebnienia i analizy domen biatlkowych w oparciu o kryteria strukturalne i
sekwencyjne, a jego praktycznym aspektem jest mozliwos$¢ bezposredniego lub posredniego
zastosowania zgromadzonej wiedzy w diagnostyce molekularnej ukierunkowanej na wykrywanie

produkujacych dany typ metabolitu (mikro)organizméw.

Przez dhugi czas wiedza dotyczaca metabolitow wtornych opierata si¢ gléwnie na szkodliwosci
badz przydatnosci metabolitow dla cztowieka oraz posredniej wiedzy wynikajacej z eksperymentéw
chemicznych (np. zastosowania znakowanych radiograficznie prekursoréw, prob syntezy zwiazkow
w laboratoriach). Jednak, wraz z silnym rozpowszechnieniem nowych technik genomiki
funkcjonalnej i sekwencjonowania nowej generacji, ostatnia dekada przyniosta olbrzymi przyrost
wiedzy dotyczacej determinant genetycznych biosyntezy w organizmach zywych (zaréwno
eukariotycznych jak i prokariotycznych). Powstanie bibliotek mutantéw delecyjnych oraz rozwdj
technik indukcji cichych skupisk gendow biosyntezy pokazaly réinorodnos¢, ale réwniez
niejednorodno$¢ blisko spokrewnionych gatunkéw grzybéw pod wzglgdem przystosowan do
“wojny chemicznej” — biosyntezy i/lub metabolizmu réZnych metabolitéw wtérnych. Poznanie

i zrozumienie podstaw rzadzacych ekologiczng rola réznych metabolitow i wysoce nieciaglym
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rozkladem wystgpowania gen6w biosyntezy, jest mozliwe jedynie w kontekscie ewolucji i
zrozumienia strukturalnych ograniczen realizujacych poszczegélne funkcje skltadowe domen

biatkowych/rodzin wielogenowych.
Prace wchodzace w sklad osiagniecia:

* rozwijaja metodyke pélautomatycznego analizowania duzych rodzin bialkowych, ze

szczegolnym uwzglednieniem architektury domenowej,

* poszerzaja wiedz¢ na temat historii ewolucyjnej metabolizmu wtérnego grzybow (w

szczegblnosci: biosyntezy i metabolizmu makrolaktonéw poliketydowych),

* dostarczaja dodatkowych narzgdzi diagnostyki molekularnej oceniajacej zdolnosci

grzybéw do biosyntezy i akumulacji zwigzkow toksycznych.

Skladajace si¢ na osiagnig¢cie publikacje sa w duzej mierze (trzy ostatnie) efektem prac zalozonego i
kierowanego przeze mnie Zespotu Ewolucji Funkcji Systeméw Biologicznych (Zaklad Biometrii i
Bioinformatyki, Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk). Prace obliczeniowe i
eksperymentalne, w tym zakresie realizowano gléwnie w ramach dwu kierowanych przeze mnie
grantow badawczych: NCBiR/LIDER/27/204/L-3/11/NCBR/2012 “Modelowanie, przewidywanie i
weryfikacja zdolnosci grzybow do akumulacji toksyn” oraz NCN/SONATA/2011/03/D/NZ2/01435
“Hybrydowe, oparte na metagenomie podejécie do oceny bioroznorodnosci 1 potencjatu

toksygenicznego grzybow srodowisk antropogenicznych”.

Dekompozycja struktury bialkowej w oparciu o kryterium energetyczne umozliwia analiz¢

architektury bialek wielodomenowych

Jak wspomniano powyzej, aktywno$¢ biosyntetyczna jest czgsto powiazana z wspoldzialaniem
réznych domen biatkowych. W metabolizmie wtérnym, szczegélnie czgstym “motywem
przewodnim” sa megasyntazy — wielkoczasteczkowe biatka skladajace si¢ z wielu moduléw o
réznej procesywnosci, sukcesywnie wprowadzajacych modyfikacj¢ do powstajacego produktu. Stad
jednym z kluczowych zagadnien jest precyzyjne ustalenie granic tychze podjednostek.

W zrealizowanej przeze mnie podczas pobytu na Uniwersytecie w Bergen (Computational Biology
Unit, zesp6t dr Igora Bierezowskiego) pracy zajmowalem si¢ analizami poréwnawczymi duzych
zbiorow struktur biatkowych oraz zaadaptowaniem algorytméw dekompozycji strukturalnej biatka
(Berezovsky et al. 2000; Berezovsky & Trifonov 2001), w formie dostgpnego publicznie serwera
(DHcL: Domain Hierarchy and closed Loops; B.1: Koczyk i Berezovsky 2008). Praca pozwolila na
wskazanie iz wla$ciwosci fizyczne (energia oddziatywan van der Waalsa pomigdzy kandydackimi

domenami oraz powiazanie w jedng catoé¢ kilku przenoszacych kluczowe fragmenty funkcjonalne
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struktur tzw. zamknigtych petli, odpowiadajacych prototypom pierwszych funkcjonalnych
peptydéw) umozliwia dekompozycje duzych struktur biatkowych na mniejsze domeny.
Przewidywane domeny odpowiadaly fragmentom o dobrze zdefiniowanych wlasciwosciach
funkcjonalnych (podlegajacych modulacji np. podczas oddziatywan allosterycznych). Stworzona
metoda pozwalata zobrazowaé hierarchi¢ domen — zblizone, cho¢ nieidentyczne podzialy na
podjednostki pojawiajace si¢ w wyniku modulacji struktury biatkowej przez czynniki fizyczne lub
oddzialywania biatko-biatko. W testach poréwnawczych opracowana metoda dekompozycji
wykazala korzystne wlasciwosci, odzwierciedlajac rozwigzania generowane przez inne narz¢dzia
lub ekspertow w dziedzinie struktury i sekwencji bialka, jako optymalne rozwiazania dla réznych

pozioméw energetycznych.
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Rys. 1. Hierarchia struktury domenowej amylazy maltogenicznej (PDB: 1sma/A). (A) Projekcja calej struktury (B)
krzywa oddziatywan van der Waalsa (C) dekompozycja na odrgbne, oddziatywujace segmenty dla pozioméw hierarchii
0.3 EO, 0.25E0, 0.05E0 (D) domeny bedace wynikiem dekompozycji dla tychze poziomoéw (E) struktury uzyskane
przez poréwnywane metody (DomainParser, NCBI, PDP) odpowiadaja poszczegélnym poziomom hierarchii. Zrédio
ilustracji: autorstwo wlasne, wykorzystane na warunkach licencji Creative Commons By Attribution Non Commercial

)

(http://ereativecommons.org/licenses/by-ne/2.0/uk/

W kontekscie dalszych prac, dekompozycij¢ biatek (w szczegodlnosci wielodomenowych megasyntaz
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poliketydowych), na niezalezne domeny o wiasnej tozsamo$ci ewolucyjnej i funkcjonalnej
wykorzystywaltem jako kluczowy koncept analizy duzych rodzin genéw zaangazowanych w
metabolizm wtoérny. Dzigki takiemu podejsciu mozliwe bylo wnioskowanie z duzym
prawdopodobiefistwem gwarantujace, iz analizy in silico, a w szczegdlnosci rekonstrukcje

filogenetyczne sa oparte o kluczowe, zakonserwowane rejony wspdlne dla calej rodziny genowe;.

Skupisko genéw biosyntezy fumonizyn wskazuje na mozliwe odchylenia od wzorca

wertykalnego dziedziczenia genéw i umozliwia precyzyjna identyfikacj¢ producentéw toksyn

W ramach pracy (B.2: Stepien i in. 201la), przeprowadzilem analizy filogenetyczne
zakonserwowanych fragmentéw genéw biosyntezy fumonizyn (silnie toksycznych liniowych
poliketydow syntetyzowanych glownie przez grzyby z rodzaju Fusarium). Rekonstrukcje
filogenetyczne historii ewolucyjnej genéw FUMI (redukujaca syntaza poliketydowa, w badaniach
wykorzystano  sekwencje  kodujaca odpowiadajaca  silnie  zakonserwowanej domenie
acetylotransferazowej) oraz FUMS (jednodomenowa oksydaza aminowa zalezna od fosforanu
pirydoksalu, terminator biosyntezy poliketydu) pokazaly, ze historia genéw biosyntezy
odzwierciedla histori¢ gatunkowa, jednak z pewnymi odchyleniami. Jednoczes$nie obecnos¢
determinanty genetycznej byla skorelowana ze zdolnoscia do biosyntezy, ale brak bylo
jednoznacznego powiazania polimorfizmu genetycznego =z ilosciowa charakterystyka

produkowanych toksyn.

W obrebie pojedynczych, blisko spokrewnionych gatunkéw pochodzenie genéw biosyntezy FUM
bylo monofiletyczne (silnie wsparte klady odpowiadajace reprezentantom danego gatunku), jednak
analiza gendw i rejondw miedzygenowych wskazywala na rézne mozliwe grupowania gatunku F.
nygamai w kontekscie kompleksu gatunkowego Fusarium fujikuroi. Co istotne dla dalszych prac, w
trakcie analiz fragmenty genéw biosyntezy okazaly si¢ silniejszymi identyfikatorami gatunkéw
toksynotworczych niz sekwencje markerow taksonomicznych TEF-Ia oraz ITS rDNA (wigksza
liczba pozycji informatywnych dla parsymonii, réwniez po uwzglednieniu wigkszej dlugosci
amplikonu). Wreszcie, analizy sekwencji potwierdzity zarowno znaczne réznice migdzygatunkowe,

jak i (w obrebie gatunkéw) wptyw selekeji puryfikujacej na geny biosyntezy.

Opublikowane analizy wykazaty zarowno warto$¢ adaptacyjna zdolnosci do biosyntezy w naturze,
jak i zroéznicowany potencjal do jej utraty w odmiennych warunkach (np. przy wielokrotnym
pasazowaniu izolatow; wigkszo$¢ izolatéw nieprodukujacych wykazywala obecnos¢ fragmentow
genu FUMS). Zaobserwowane w trakcie przygotowywania publikacji, réznice i podobienstwa
sekwencji genéw biosyntezy fumonizyn, oraz mozliwo$¢ precyzyjnego rozrozniania gatunkow na

podstawie sekwencji genéw biosyntezy, daly podstawy dwoém gtéwnym kierunkom dalszych badat:
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(1) probie wyjasnienia zaobserwowanych réznic na gruncie teorii ewolucji (poprzez
rozpatrywanie zgodnych z historia gatunkowa scenariuszy narodzin i wymierania
cztonkéw rodzin wielogenowych, z uwzglednieniem mozliwoSci odmiennej historii

ewolucyjnej réznych domen w przypadku bialek wielodomenowych),

(2) wykorzystania w sposob racjonalny zgromadzonej informacji dla uzyskamia jak
najskuteczniejszych  (specyficznych i czulych) markeréw  molekularnych
umozliwiajacych posrednia diagnostyke¢ chemotypu (zdolnosci do produkcji metabolitéw, w
tym toksyn).

Sekwencja kodujaca zakonserwowanych domen biatkowych ulatwia diagnostyke molekularng

zdolnos$ci do biosyntezy toksyn fuzaryjnych

W zlozonym i kierowanym przeze mnie Projekcie NCBiR/LIDER/27/204/L-3/11/NCBR/2012
glownym celem bylo wykorzystanie zaleznosci ewolucyjnych oraz bedacego ich skutkiem
obserwowalnego podobiefistwa sekwencji zakonserwowanych domen biatkowych do
zaprojektowania i przetestowania czulej i efektywnej metody diagnostyki zdolnosci grzybow do
biosyntezy toksyn. Oparty na sekwencji kodujacej genéw biosyntezy fumonizyn, trichotecenéw i
zearalenonu protokot amplifikacji PCR umozliwiat detekcje potencjalnych producentéw z wysoka
czulodcia i specyficznoscia. W poczatkowych fazach skiadania i realizacji projektu (2009-2010),
stosunkowo niewiele dostepnych opcji diagnostycznych koncentrowalo si¢ na determinantach
genetycznych biosyntezy toksyn, z reguty odnoszac si¢ do genéw metabolizmu podstawowego badz
tatwych do interpretacji genetycznych “kodéw kreskowych” (ang. barcodes) typu np. sekwencji ITS
rDNA (Niessen 2007).

Zaproponowana przez kierowany przeze mnie Zesp6l, diagnostyka molekularna chemotypu z
wykorzystaniem markeréw nakierowanych na konserwatywne miejsca podstawowych enzymow
biosyntezy okazala si¢ czula i specyficzna (identyfikacja producentéw trichotecenéw z czuto$cia
rzedu 100%, specyficznoscia 95%; fumonizyn z czutoscia rzedu 94%, specyficznoscia 88% oraz
zearalenonu z czuloscia i specyficznoscia rzedu 100%) w identyfikacji zdolnosci do biosyntezy
toksyn (B.3: Dawidziuk i in. 2014). Co interesujace, w poczatkowych testach najgorsze rezultaty
osiagnieto w diagnostyce zdolnosci do biosyntezy zearalenonu z wykorzystaniem sekwencji
nieredukujacej syntazy poliketydowej ZEA1 (ostatecznie wykorzystano sekwencje redukujace;
syntazy poliketydowej ZEA2) — mozliwa przyczyng trudnosci zidentyfikowano w pozniejszej pracy
(B.5: Koczyk i in. 2015).
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Rys. 2 Rezultaty testéw amplifikacji fragmentéw genéw biosyntezy (fumonizyny — FUM6, FUMS, trichoteceny —
TRI5, TRIG6; zearalenon — ZEA2) oraz oznaczen chromatograficznych poziomu toksyn. Rezultaty pogrupowano
wedhug monofiletycznych komplekséw gatunkowych w obrebie rodzaju Fusarium opisanych w pracy (O’Donnell i in.
2013). Szary kolor tta wskazuje na obecno$é toksyny w hodowli na ziarnach ryzu, symbol wewnatrz pola oznacza
odpowiednio: + — potwierdzona sekwencjonowaniem specyficzna amplifikacj¢, o — amplifikacje niespecyficzna, brak
symbolu — brak produktéw PCR. Zrédlo ilustracji: autorstwo wiasne, wykorzystane na warunkach licencji Creative

Commons By Attribution Non Commercial (http://creativecommons.org/licenses/by-ne/2.0/uk/).
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Zdolno$¢ do rozkladu zearalenonu przez grzyby z rzedu Hypocreales wskazuje na stare

ewolucyjnie pochodzenie zdolno$ci do biosyntezy i rozkladu poliketydéw makrolaktonowych

W konicowych publikacjach osiagnigcia (B.4, B.5) moje zainteresowanie skupito si¢ na specyficzne]
klasie poliketydéw — makrolaktonach poliketydowych. Laktony te s najczesciej syntetyzowane
przez nietypowy, tandemowy uklad sprz¢zonych genéw — silnie redukujacej syntazy poliketydowe;
(HR-PKS; highly-reducing polyketide synthase) i nieredukujacej syntazy poliketydowej (NR-PKS;
non-reducing polyketide synthase). Ze wzgledu na budowg czasteczki (typ cyklizacji) makrolaktony
mozna podzieli¢ na laktony kwasu dihydroksyfenylooctowego (DALs) i laktony kwasu
resorcylowego (RALs, do ktorych nalezy wspominany wczeSniej zearalenon). Poczatkowe
trudno§ci w diagnostyce biosyntezy zearalenonu na podstawie nieredukujacej syntazy
poliketydowe;j sktonity mnie do postawienia hipotezy, iz metabolizm makrolaktonéw moze by¢
cecha ewolucyjnie stara, o znacznej fragmentacji taksonomicznej. Obserwowana przez innych
autoréw wielo$¢ metabolitow makrolaktonowych (Winssinger i Barluenga 2007; Shen i in. 2015)

réwniez wspierala powyzszg tezeg.

Dodatkowej linii argumentacyjnej, nie odwolujacej si¢ bezposrednio do potencjaiu
biosyntetycznego, mogtaby dostarczyé obecno§¢ ewolucyjnie starej determinanty genetycznej
warunkujacej rozktad tych zwiazkoéw. Wezesne prace eksperymentalne pokazaty zdolnos¢ rozkladu
zearalenonu (istotnej gospodarczo mykotoksyny, laktonu kwasu resorcylowego) jako ceche
adaptacyjna mykopasozytnicznych grzybéw z gatunku Clonostachys rosea (Utermark i Karlovsky
2007). W ramach czesci bioinformatycznej pracy (Popiel i in. 2014) przeprowadzitem szczegétowa
analize nadrodziny NAD-zaleznych hydrolaz pod katem atypowych epoksydaz, rekonstrukcje
filogenetyczne oraz modelowanie struktury biatkowej przez homologi¢ — w poszukiwaniu
potencjalnych laktonaz zdolnych do rozkiadu zearalenonu (lub innych makrolaktonéw). W
potaczeniu z :a‘lnalizat przesiewowa izolatow grzybowych oraz profilowaniem ekspresji transkryptow
przeprowadzonych przez dr Delfing Popiel i dr. Adama Dawidziuka, nasza praca po raz pierwszy
udowodnita zdolno$é¢ grzybéw z rodzaju Trichoderma (T. agressivum) do rozkladu zearalenonu,
potwierdzajac jednoczesnie obecnos¢ aktywnego enzymu w rodzaju Clonostachys (C. rosea, C.
catenulatum) oraz odmienne wzorce ekspresji genu laktonazy w izolatach reprezentujacych

wspomniane trzy gatunki.

Dzieki analizie struktury bialkowej, mozliwe bylo okre$lenie tozsamosci triady katalitycznej
(Ser/Glu/His) réznej od opisywanej we wczesniejszym pismiennictwie (Takahashi-Ando i in.
2004). Kluczowa innowacja pracy bylo wykorzystanie cze$ciowo nadzorowanej analizy skupiefi do

selekcji dywergentnych hydrolaz (hydrolaz epoksydowych) spokrewnionych z laktonaza
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zearalenonowa Clonostachys rosea. Analizy filogenetyczne i modelowanie struktury posrednio
wskazaly réwniez obecnosé homologéw laktonazy o zakonserwowanych kluczowych dla funkcji
resztach, w stosunkowo niedawno poznanych genomach modelowych Marssonina brunea i

Apiospora montagnei.

Podsumowujac, przeprowadzone analizy in silico dostarczyly argumentéw wspierajacych dla tezy,
iz zdolno$¢ do rozktadu makrolaktonéw jest prawdopodobnie stara ewolucyjnie cecha grzybow
nitkowatych, wspoldzielong przez rézne mykopasozytnicze gatunki z rzedu Hypocreales, ale
obecna réwniez u pojedynczych gatunkow reprezentujacych inne Sordariomycetes 1 Leotiomycetes.
Co istotne, kolejne lata przyniosty eksperymentalne potwierdzenie wnioskow uzyskanych in silico
przez niezalezne zespoly badawcze zainteresowane aktywnoscia enzymatyczng laktonaz (Peng et
al. 2014; Hui et al. 2017).
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Rys. 3 Obecno$é homologéw laktonazy zearalenonowej o zakonserwowanej strukturze bialkowej i resztach
miejsca aktywnego jest cechg wspélng réznych, odleglych gatunkéw grzybéw nitkowatych. Na panelu A pokazano
dopasowanie sekwencji z réznych gatunkow (sekwencje wzorcowych hydrolaz epoksydowych PDB: 2XUA, 2Y6U,
homologi laktonazy zearalenonowej z badanych izolatow (AN154, AN169, AN171) oraz genoméw referencyjnych
(GBK:AB076037, B. ochroleuca; JG1:58672, A. montagnei; GBK:EKD21810, M. brunnea). Reszty katalityczne
zaznaczono gwiazdkami, kolory niebieski i czerwony oznaczaja odpowiednio alfa-helisy i beta-harmonijki, domena
zamykajaca (‘cap') oznaczona na z6lto. Na panelu B modele pokazano natozenie modeli strukturalnych latonaz na
strukture wzorcowa PDB: 2XUA (laktonaza 3-oxoadypinianowa, domena katalityczna w kolorze zielonym, domena
zamykajaca w kolorze zéttym) w ktérym otrzymane modele pokolorowano wedtug $redniego odchylenia odleglosci
odpowiadajacych sobie atoméw Co (spektrum od niebieskiego — najlepsze dopasowanie, do czerwonego -
reprezentujacego dopasowanie najgorsze). Na panelu C pokazano w powigkszeniu postulowane miejsce aktywne (8102,
H223, E126/D31; uprzednio opisywana w literaturze reszta D223 zajmuje w modelach odlegia od innych reszt
pozycje). Zrodlo ilustracji: autorstwo wiasne, wykorzystane na warunkach licencji Creative Commons By Attribution

Non Commercial (http://creativecommons.org/licenses/by-ne/2.0/uk/).
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Filogenomiczna mapa drogowa nieredukujacych syntaz poliketydowych ujawnia wyspy

“dalekich krewnych” wéréd genéw gléwnych biosyntezy poliketydow

Omawiane wczesniej watki w peni taczy ostatnia praca z prezentowanego osiagnigcia, gdzie efekty
dekompozycji domenowej bialek (NR-PKS — nieredukujacych syntaz poliketydowych) potaczono z
badaniem procesu ewolucyjnego przez wielkoskalowa rekonstrukcje filogenezy oraz uzgadnianie
(rekoncyliacje) uzyskanych historii genéw i gatunkéw (B.5: Koczyk i in. 2015). Zaréwno ze
wzgledu na pierwotne trudnosci w diagnostyce molekularnej wykorzystujacej geny NR-PKS, jak i
relatywnie lepsza charakteryzacje eksperymentalng nieredukujacych syntaz (poznane mechanizmy
cyklizacji, znaczny postep w kombinatorycznej analizie roli poszczegélnych domen bialkowych) w
ostatniej pracy skupilem si¢ na tej rodzinie biatkowej. W poprzedzajacych publikacje latach
powstawato wiele prac udowadniajacych rolg transferu horyzontalnego (Khaldi i Wolfe 2011; Slot i
Rokas 2011; Schmitt i Lumbsch 2009) w ewolucji ciezek biosyntezy wtérnych metabolitow jednak
w znacznej wigkszosci byly to prace koncentrujace si¢ na losie pojedynczych klastréw lub szlakow
biosyntezy. Zrealizowana, przez kierowany przeze mnie Zespol, analiza byla pierwszg analiza
filogenomiczna o takiej skali i szczegélowoséci. Na grupie ponad 100 modelowych gatunkow
grzybow wyzszych (zaréwno podstawczakow jak i workowcow) oraz ponad 400 nieredukujacych
syntaz poliketydowych pokazano w sposob jakosciowy i ilosciowy strukturg “odlegtych krewnych”
wyjasniajaca réznorodno$¢ cyklicznych poliketydéw aromatycznych. Dzigki polaczeniu dwoch
technik rekoncyliacji drzew filogenetycznych (losowe probkowanie rekoncyliacji maksymalnie
parsymonicznych i estymacja zamalgamowanej wiarygodnosci) wskazali$my starozytne duplikacje,
transfery horyzontalne oraz masowe utraty genéw biosyntetycznych towarzyszace ewolucji szlakow
biosyntezy poliketydow aromatycznych. W pracy zaproponowatem autorskie podejscie do
rekonstrukeji filogenomicznych oparte na nienadzorowanej analizie skupien (zbioréw sekwencji o
podobnej architekturze domenowej) w oparciu o kryterium szerokosci sylwetki (silhouette width —
Rousseeuw 1987). Prowadzone badania wykorzystywaly na wstgpnym i pozniejszych etapach
dekompozycje duzych bialek na pojedyncze domeny z wykorzystaniem zardwno sekwencji (ukryte
modele Markowa zgromadzone w bazie Pfam-A), jak i wlasciwosci strukturalnych (analiza

struktury genu naniesionej na struktur¢ domenowa — Rys. 5).

W odniesieniu do makrolaktonéw przeprowadzone rekonstrukcje uwidocznily zaréwno szczegélnie
czesty wzorzec transferow horyzontalnych jak i wczesne ewolucyjnie pochodzenie genow
kodujacych “makrolaktonowe” NR-PKS (patrz Rys. 4 — grupa C2-C7a). Prace dotyczace laktonow
sa przez Zesp6! kontynuowane w ramach kierowanego przeze mnie grantu badawczego “Geneza i

rozpowszechnienie zdolnosci do biosyntezy oraz metabolizmu makrolaktonéw wsréd grzybow
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wyzszych” (NCN/OPUS/2016/21/B/NZ9/01875).

W pracy poza szeregiem uprawdopodobnionych zdarzen transferu horyzontalnego (25 zdarzen, w

tym nieopisywane wcze$niej transfery m.in. w ewolucji biosyntezy fuzarubin) wykazatem ponadto:

(1) monofiletyczne i wczesne (wzglgdem historii ewolucyjnej grzybéw nitkowatych)
pochodzenie réznych innowacji mechanistycznych (jako wyniku duplikacji poprzedzajacych
rozejscie si¢ glownych klas grzybéw nitkowatych), w tym:

(1) aktywnosci cyklizacyjnych: C4-C9, C6-Cl11,
(2) pozyskiwania gendw akcesorycznych takich jak lakkazy lub Mn-zalezne laktamazy),

(2) odmienna histori¢ réznych domen sktadowych NR-PKS (dwukrotne niezalezne pozyskanie
NADPH-zaleznej domeny reduktazowej — patrz Rys. 3)

(3) ortologiczny charakter genu gtéwnego biosyntezy melanin u wigkszosci przedstawicieli
Sordariomycetes, Leotiomycetes i Dothideomycetes uprawniajacy do stosowania tego genu

jako pomocniczy marker taksonomiczny,

(4) szlaki alternatywnej biosyntezy melanin (poprzez naftopiron YWAL), jako zrédio
pézniejszych innowacji molekularnych w biosyntezie aflatoksyn i fuzarubin (cyklizacja typu

C4-C9, rekrutacja dodatkowych enzymdéw akcesorycznych — patrz tez Rys. 4B)

Warto podkreslié, iz pozniejsze prace innych zespoléw potwierdzity zdolnos¢ podejscia
“filogenomicznej mapy drogowej” do przewidywania zdarzefi ewolucyjnych, niezaleznie
wykazujac przewidziane przez nas w pracy transfery genéw (geny biosyntezy sorbicylinoidow w
Penicillium chrysogenum - Druzhinina i in. 2016, geny biosyntezy cerkosporyny w rodzaju
Colletotrichum - de Jonge i in. 2018). Przeprowadzone analizy poréwnawcze przyniosty rowniez
analizowany do tej pory rezultat cz¢sciowy — granice miejsc splicingowych w szerokim zbiorze
megasyntaz NR-PKS dzielity w sposob uporzadkowany strukture biatkowa. Jednak powstate
podziaty tylko czg$ciowo odzwierciedlaly granice niezaleznych (wg kryterium energetycznego)

domen wyznaczonych przy pomocy DHcL (Koczyk i in., nieopublikowane — Rys. 5).
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Rys. 4 Analiza filogenomiczna NR-PKS ujawnila, iz wspélczesne syntazy NR-PKS maja charakter “odleglych
krewnych” (distant siblings) gdzie pochodzenie grup funkcjonalnych ortologéw mozna przypisa¢ staroZytnym
duplikacjom w wigkszoséci poprzedzajacych rozdzielenie si¢ gléwnych linii ewolucyjnych wsréd workowcéw oraz
Znacznej utracie genéw, fagodzonej w pewnym stopniu przez transfery horyzontalne — réwniez pomigdzy odleglymi
gatunkowo donorami i akceptorami. Na panelu A przedstawiono iloSciowa reprezentacj¢ duplikacji (czerwone sfery),
delecji (fioletowe sfery) i transferéw (liczby — w wypelionym lub pustym obrysie, odpowiednio dla donoréw i
akceptor6w). Na panelu B pokazano monofiletyczne pochodzenie syntaz poliketydowych o réznym typie cyklizacii
oraz pochodzenie biosyntezy poprzez cyklizacje¢ C4-C9 (aflatoksyny, fuzarubiny) jako odgalezienia alternatywnego

szlaku biosyntezy melanin). Réznokolorowe kwadraty reprezentuja zakonserwowane rodziny genéw akcesorycznych
powiazane z monofiletycznymi kladami drzewa genowego. Zrédto ilustracji: autorstwo wlasne, (Koczyk i in. 2015),

wykorzystane na  warunkach  licencji  Creative = Commons By  Attribution Non  Commercial

(http://ereativecommons.org/licenses/by-nc/2.0/uk/).

A B

Rys. 5 W obrgbie domeny cyklizujacej (wzorcowania produktu, product template, PT): (A) fragmenty odpowiadajace
poszczegolnym egzonom kontroluja dostgp do komory miejsca aktywnego (Zrédlo: autorstwo wiasne, (Koczyk i in.
2015), wykorzystane na warunkach licencji Creative Commons By Attribution Non Commercial;
http://ereativecommons.org/licenses/by-ne/2.0/uk/). (B) Taki podziat struktury biatkowej jedynie czg¢Sciowo odpowiada

niezaleznym energetycznie elementom z réznych poziomoéw hierarchii domenowej (Koczyk et al., nieopublikowane)
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo - badawczych

Pelen wykaz osiagni¢é zostal zamieszczony w Zalaczniku nr 3, ponizej przedstawiam krotkie

podsumowanie najwazniejszych danych bibliometrycznych oraz skrécony opis najwazniejszych

osiagniec.
Liczba Sumaryczny Sumaryczna Sumaryczna
prac impact factor liczba liczba
punktéw cytowan
MNiSW
Publikacje z listy filadelfijskiej, w tym: 28 67.459 723 404
wchodzace w  sklad  osiggnigcia 5 17.613 154 76
habilitacyjnego
pozostale, po uzyskaniu stopnia doktora 14 34.122 . 1_334 237
pozostale, przed uzyskaniem stopnia 9— . 15.724 235 91
doktora

Indeks Hirscha (wg bazy Web of Science): 12

Po ztozeniu do recenzji w roku 2007 pracy doktorskiej, przebywatem na stazu na Uniwersytecie w
Bergen (Computational Biology Unit, grupa Igora Bierezowskiego) — po powrocie kontynuowaltem
prace badawcze w ramach Zakladu Biometrii i Bioinformatyki w Instytucie Genetyki Roslin
Polskiej Akademii Nauk. Pod koniec roku 2012, skompletowany przeze mnie Zespot realizujacy
grant I konkursu programu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju LIDER zyskat formalne
ugruntowanie. Powstaly Zesp6l Ewolucji Funkcji Systeméw Biologicznych dziala pod moim

kierownictwem nieprzerwanie az do chwili obecne;.

W ostatnich latach, oprocz oméwionych wczesniej prac skladajacych si¢ na osiagnigcie, moje
badania skupialy si¢ na giéwnych aspektach: szeroko pojetej genomiki ewolucyjnej grzybdw i
roélin oraz filogenetyki mikroorganizméw w aspekcie ich diagnostyki molekularnej. Prace
realizowalem w ramach 3 kierowanych przeze mnie grantéw badawczych, badan statutowych oraz
jako wykonawca w dalszych 8 projektach (w tym 3 kierowanych w Zespole Ewolucji Funkcji
Systeméw Biologicznych — 2 przez dr Delfing Popiel oraz 1 przez dr Katarzyng Czyz). Wyniki
realizowanych w Zespole prac naukowych prezentowalem na migdzynarodowych i krajowych
konferencjach naukowych (7 referatéw, 20 posterow), jak réwniez podczas organizowanych przez
zespot  warsztatow  ,Diagnostyka molekulana  mikroorganizméw -  identyfikacja,

toksynotworczo$¢, opornos¢” (2013).
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Opublikowane do tej pory prace kierowanego przeze mmnie Zespohu, realizowane w grantach
kierowanych przez dr Delfing Popiel, obejmowaty zagadnienia zwigzane z biosynteza i odpornoscia
na substancje grzybobdjcze — w kontekscie niszy ekologicznej zajmowanej przez dany organizm.
Podejmowane zagadnienia zawieraty rol¢ metabolitéw wtérnych w odpowiedzi Fusarium sp. na
obecnoéé w srodowisku naturalnych i sztucznych substancji grzybobdjczych (Dawidziuk 1 in. 2016;
Popiel i in. 2017) oraz biologii translacyjnej odpornosci na fungicydy Fusarium sp. (identyfikacja i
zbadanie homologéw drozdzowych czynnikdw odpornosci na azole — Popiel i in. 2017). W ramach
wspélpracy z zajmujaca si¢ hodowla mikroalg firma AlgaeLabs sp. z 0.0. opracowaliSmy réwniez
test umozliwiajacy ocen¢ czystoSci kultur Haematococcus pluvialis w  obecnosci

zanieczyszczajacych glonow badz grzybéw (Dawidziuk i in. 2017).

W badaniach z zakresu genomiki i diagnostyki molekulamej grzybow fitopatogenicznych moja
wspblpraca z innymi zespolami badawczymi koncentrowata si¢ na udziale w projektowaniu badan
(markery molekularne oparte na PCR), analizach filogenetycznych oraz statystycznych gléwnie
grzybow z rodzajow Fusarium (Stepien et al. 2008; Stepien et al. 2011b, 2013) 1 Trichoderma
(Blaszczyk i in. 2011). W wymienionych pracach, moj wktad przyczynit si¢ do okreslenia zdolnosci
sekwencji ITS rDNA oraz fragmentéw genu TEF-la do identyfikacji taksonomicznej oraz
scharakteryzowania roznorodnosci gatunkowej i fenotypowej slabiej poznanych reprezentantow
obu rodzajoéw (m.in. oportunistyczny patogen roslin uprawnych Fusarium proliferatum oraz szereg

gatunkéw Fusarium sp. infekujacych ananasa jadalnego).

Jednoczes$nie wspotpracujac, od roku 2015, z Zespotem prof. Magdy Krzymowskiej (Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN) wykorzystalem rozwinigte w Zespole podejscie do analiz
filogenomicznych aby zrekonstruowa¢ histori¢ ewolucyjna rodziny nukleaz podobnych do
bakteryjnego bialka HopQ oraz rozwazy¢ mozliwo$¢ wystapienia dawnego transferu genow
pomiedzy mszakami a grzybami w toku ewolucji tej grupy czynnikéw wirulencji (Piechocki i in.
2018)

W zakresie genomiki ewolucyjnej ro$§lin moje badania skupialy si¢ gloéwnie na rodzinach
krzyzowych (Brassicaceae — Ziolkowski i in. 2009; Kaczmarek i in. 2009) oraz straczkowych
(Fabaceae — Kroc i in. 2014). Opublikowane do tej pory prace wykazaly in silico istotne
podobienstwa synteniczne oraz przyczynily si¢ do zrozumienia istotnych mechanizméw
generujacych mutacje typu insercji-delecji w genomie Arabidopsis (Ziolkowski i in. 2009; praca
nagrodzona w 2009 roku nagroda Polskiego Towarzystwa Genetycznego w zakresie genetyki
ro$lin). Podobnie, w ramach kierowanej przez dr Magdalen¢ Kroc (Instytut Genetyki Roslin PAN)

wspblpracy scharakteryzowano i opisano $lady starozytnej duplikacji calogenomowej w genomie
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tubinu waskolistnego (Kroc i in. 2014), a kolejna praca zawierajaca wyniki skladania de novo oraz
wielokryterialnej analizy transkryptomu tubinu w biosyntezie alkaloidow znajduje si¢ obecnie w
recenzji. W ostatniej pracy (Fedorowicz-Stronska i in. 2016) pokazano relacje pomigdzy
homologami kinaz zaleznych od wapnia z gatunkéw modelowych, dostarczajac dowodow na
poparcie hipotezy o niezaleznej dywersyfikacji kinomu jedno- i dwulisciennych oraz rozstrzygajac
wzajemne relacje pomiedzy homologami jgczmiennych kinaz bialkowych w modelowych
gatunkach: Brachypodium distachyon oraz Oryza sativa ssp. japonica. W poprzednich latach
wspOlpracowatem réwniez przy analizie statystycznej danych obrazujacych zmiany metabolomu w
stresie abiotycznym w odmianach trawy Festuca pratensis charakteryzujacych si¢ réznym stopniem

odpornosci na stres chiodu (Bocian i in. 2015).

W trakcie realizacji w/w prac badawczych i badawczo-rozwojowych wspotpracowalem zaréwno z
naukowcami z Instytutu Genetyki Ro§lin (reprezentujacych Zaktady Genetyki i Odpornosci Roslin,
Genomiki oraz Biologii Streséw Srodowiskowych), jak réwniez badaczami z innych osrodkéw —

m.in.:
(1) Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza (prof. Jan Sadowski, dr hab. Piotr Ziotkowski —
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii),
(2) Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu (dr hab. Agnieszka Waskiewicz, dr hab. Karolina
Gromadzka, dr Maciej Busko - Katedra Technologii Drewna, Zaktad Chemii Analityczne;),

(3) Politechniki Poznanskiej (dr hab. Malgorzata Basinska — wykonawca w kierowanym przeze
mnie projekcie SONATA),

(4) Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN (prof. Magda Krzymowska),

(5) Centrum Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie (dr hab. Lucjan Wyrwicz - w zakresie
interpretacji podobienstw biatka UL-34 wirusa HSV-1 do eukariotycznych bialek wigzacych
fosfoinozytole - Wyrwicz i in. 2008),

(6) University of Western Australia (dr Matthew Nelson, obecnie: Kew Gardens, Londyn,
Wielka Brytania)
(7) United States Department of Agriculture, Agricultural Research Service (prof. Gary J.

Samuels — Systematic Mycology and Microbiology Laboratory)

W latach 2014-2016 kierowany przeze mnie Zesp6ét wspdtpracowal rowniez ze wspomniang juz
firma AlgaeLabs, a od roku 2016 prowadz¢ aktywna wspdlprace z Dziatem Badan i Rozwoju
Centréw Genetyki Medycznej Genesis, w zakresie projektowania i analizy bioinformatycznej

wynikow testow z zakresu genetyki klinicznej (w tym testéw na choroby rzadkie opartych na

19/21

7



technologii sekwencjonowania pétprzewodnikowego lonTorrent).

Do chwili obecnej bylem promotorem jednej pracy licencjackiej (lic. Zuzanna Dutkiewicz) oraz
jednej pracy doktorskiej (promotor pomocniczy; dr Pedro Madrigal). Jestem réwniez promotorem
pomocniczym w jednym trwajacym przewodzie doktorskim (po otwarciu, mgr Hanna Cwiek-
Kupczynska) oraz opickunem naukowym dwoch doktorantéw na wezesnym etapie pracy badawczej
(mgr Michat Kawalito — w ramach trwajacego grantu NCN/OPUS koncentrujacego si¢ na poznaniu
mechanizméw rzadzacych biosynteza makrolaktonéw, mgr Piotr Zaremba — w ramach badan
statutowych Zaktadu Biometrii i Bioinformatyki dotyczacych nowych metod poréwnywania
sekwencji).
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