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¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnigtych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M) wystepuja powszechnic w $wiecie
organizmow prokariotycznych. W ich skfad wchodza enzymy o dwodch aktywnos$ciach:
endonukleaza restrykcyjna, ktéra rozpoznaje i przecina specyficzne sekwencje DNA oraz
metylotransferaza, ktora chroni przed cigciem DNA poprzez metylacje adeniny lub cytozyny
w obrebie sekwencji rozpoznawanej (Wilson i Murray, 1991). Genomowy DNA gospodarza
jest modyfikowany zaraz po replikacji dzigki aktywnosci metylotransferazy, co tym samym
nadaje opornos$¢ na dziatanie pokrewnej endonukleazy restrykcyjnej. Wnikajacy do bakterii
obcy DNA, nieposiadajacy specyficznej dla danej komorki metylacji, staje si¢ substratem dla
endonukleazy restrykcyjnej. Pomimo faktu, ze obydwa enzymy skladajace si¢ na okreslony
system R-M rozpoznaja i wiaza si¢ z taka sama sekwencja specyficzna, analiza pordwnawcza
ich sekwencji aminokwasowych wykazuje niewielki stopien ich podobiefistwa
(Chandrasegaran i in., 1998). Sugeruje to, ze enzymy tworzace dany system R-M wiaza si¢ z
DNA w odmienny sposob, tak wigc powstaly w wyniku niezaleznych proceséw
ewolucyjnych. Gtowna funkcja, jaka przypisuje si¢ systemom R-M, polega na ochronie
bakterii przed wnikajacym DNA. Opré6cz funkcji ochronnych postuluje si¢ rowniez ich wptyw
na zmienno$¢ genetyczna bakterii, a takze tworzenie barier promujacych specjacje (Vasu i

Nagaraja, 2013).
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W oparciu o réznice dotyczace struktury podjednostek, wymagania co do kofaktorow i
miejsce cigcia, rozroznia si¢ cztery podstawowe typy systemow R-M (Roberts i in., 2003).
Najliczniejsza i1 najlepiej poznana grupa sa enzymy systemoéw R-M klasy Il. Do tej pory
opisano ponad 3800 endonukleaz nalezacych do tej klasy, rozpoznajacych okoto 300
sekwencji specyficznych (Roberts i in., 2015). Systemy R-M klasy II skladaja sig, z
nielicznymi wyjatkami, z dwoch strukturalnie i1 funkcjonalnie niezaleznych enzymow:
endonukleazy restrykcyjnej i metylotransferazy. Endonukleaza rozpoznaje specyficzna
sekwencje nukleotydowa, zwykle o dlugosci 4-8 par zasad, i w obecnosci jonow Mg®*
dokonuje cigcia w jej obrgbie lub w $cisle okreslonej od niej odlegtosci. Drugi sktadnik
systemu R-M, metylotransferaza DNA, katalizuje reakcj¢ przeniesienia grupy metylowej z S-
adenozylo-L-metioniny na reszty adeniny lub cytozyny, przeksztalcajac je w N°-
metyloadening, N*-metylocytozyne lub C’-metylocytozyne (Dryden, 1999). Ze wzgledu na
duza roznorodnos¢ enzymoéw R-M typu II podzielono je na podtypy. Jako pierwsza podgrupe
wyodrebniono enzymy klasy IIS rozpoznajace asymetryczne sekwencje specyficzne.
Endonukleaza restrykcyjna przecina DNA w miejscu oddalonym od sekwencji
rozpoznawanej o Scisle okre$lona liczbe par zasad (Roberts i in.,, 2003). Wsrod
metylotransferaz klasy 11S mozna wyr6zni¢ dwie grupy enzyméw: (i) duze biatka posiadajace
dwie kopie domen odpowiedzialnych za modyfikacje obydwu nici DNA oraz (ii) dwie
niezalezne metylotransferazy, z ktorych kazda modyfikuje jedna ni¢. Enzymy wchodzace w
sktad drugiej grupy nie sa produktem duplikacji genoéw, ale zostaly nabyte lub podlegaly
niezaleznym procesom ewolucyjnym. Swiadczy o tym niewielki stopien podobienstwa tych
biatek na poziomie struktury pierwszorzedowej (Madhusoodanan i Rao, 2010).

Moje badania prowadzone w Katedrze Mikrobiologii koncentruja si¢ miedzy innymi
na systemach R-M typu 1IS. Enzymy wchodzace w ich sktad maja zdolno$¢ do niezwykle
precyzyjnego rozpoznawania krotkich, asymetrycznych sekwencji specyficznych. W mojej
pracy skupitam si¢ na izospecyficznych enzymach sktadajacych sig¢ na system R-M Mboll z
bakterii Moraxella bovis ATCC 10900 oraz system R-M Ncul z bakterii Neisseria cuniculi
ATCC14688. Systemy te pochodza z r6znych mikroorganizmow ale enzymy, ktore wchodza
w ich skfad rozpoznaja identyczna sekwencj¢ nukleotydowa 5-GAAGA-3/3’-CTTCT-5".
Analiza porownawcza biatek tworzacych badane systemy R-M miata na celu znalezienie w
ich budowie wspolnych elementdéw strukturalnych i funkcjonalnych jak i wykrycie réznic na
poziomie biochemicznym i genetycznym.

Pierwsze badania dotyczyty porownania endonukleazy Ncul (praca nr 1) z poznanym

wczesniej izoschizomerem Mboll (Sektas i in., 1992). W tym celu R.Ncul oczyszczono do
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stanu jednorodnosci stosujac standardowe techniki chromatograficzne. Wyznaczona wzgledna
masa czasteczkowa R.Ncul jest zblizona do masy R.Mboll i wynosi okoto 48 kDa. Ustalono,
ze R.Ncul podobnie jak R.Mboll rozpoznaje pigcionukleotydowa sekwencje¢ specyficzng 5'-
GAAGA-3/3’-CTTCT-5" i przecina DNA w odleglosci 8 1 7 nukleotydow odpowiednio na
nici gornej i dolnej. Ze wzgledu na fakt, ze endonukleazy restrykcyjne R.Mboll i R.Ncul maja
podobne wlasciwosci biochemiczne, a takze wykazuja identyczna specyficznos$¢ wzglgdem
rozpoznawanej sekwencji nukleotydowej, przeprowadzono doswiadczenie majace na celu
stwierdzenie, czy zachodzi reakcja krzyzowa pomigdzy przeciwcialami skierowanymi
przeciwko R.Mboll a R.Ncul. W tym celu badane enzymy inkubowano z poliklonalnymi
przeciwcialami anty-R.Mboll. Stwierdzono, ze surowica anty-R.Mboll jest specyficzna
zarowno w stosunku do R.Mboll, jak i R.Ncul, co wskazuje na obecno$¢ wspolnych
determinant antygenowych, a co za tym idzie, na podobienstwo strukturalne badanych biatek.
Dodatkowym potwierdzeniem tego zalozenia bylo porownanie sekwencji aminokwasowej N-
terminalnych fragmentow R.Ncul oraz R.Mboll wskazujace na wysoki stopien ich
identycznosci (85%).

Kolejny etap badan polegal na scharakteryzowaniu drugiego elementu systemu R-M
Ncul - metylotransferazy M1.Ncul (praca nr 2). W tym celu, stosujac standardowe techniki
chromatograficzne, enzym M1.Ncul zostat oczyszczony zardéwno z bakterii Neisseria cuniculi
14688 jak i z bakterii Escherichia coli BL21(DE3) zawierajacych plazmid umozliwiajacy
nadprodukcj¢ metylotransferazy dzieki wykorzystaniu elementéw regulatorowych faga T7.
Obydwa biatka maja podobne wlasciwosci biochemiczne. Stwierdzono, ze Kkationy
dwuwartosciowe - w tym jony Mg?* - hamuja aktywno$¢ M1.Ncul, jednakze enzym natywny
roézni si¢ wrazliwoscia na jony magnezowe (ICso = 0.35 mM) w poréwnaniu z jego forma
zrekombinowana (ICsp = 10 mM). Wynika to najprawdopodobniej z faktu, iz biatka
rekombinowane czgsto ulegaja nieprawidlowemu faldowaniu, co pociaga za soba
powstawanie polipeptydow o obnizonej aktywnosci. Otrzymane wyniki wskazuja, ze
aktywno$¢ restrykcyjna w komodrce moze by¢ regulowana przez dwuwarto$ciowe jony metali
a w szczeg6lnosci jony magnezu. Z wczesniejszych badan wynika, Zze endonukleaza
restrykcyjna Neul do przeprowadzenia reakcji cigcia wymaga obecnosci jondw Mg?*, a z
drugiej strony te same jony sa silnym inhibitorem M1.Ncul. Wrazliwo$¢ enzymu na jony
Mg®* moze powodowaé przesunigcie stanu rownowagi systemu R-M w kierunku restrykcji
DNA, co z kolei zapewnia komorce bakteryjnej skuteczng obrong przed egzogennym DNA.
Badania porownawcze wykazaty, ze M1.Ncul podobnie jak M1.Mboll (McClelland i in.,

1985) Kkatalizuje reakcje metylacji zewngtrznej adeniny w rozpoznawanej sekwencji
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nukleotydowej 5’-GAAG™A-3°/3>-CTTCT-5". Obydwa enzymy maja podobne wlasciwosci
biochemiczne a ich wzgledne masy czasteczkowe sa zblizone i wynosza 32 kDa.
Przeprowadzono do$wiadczenie majace na celu stwierdzenie, czy zachodzi reakcja krzyzowa
pomigdzy przeciwcialami skierowanymi przeciwko M1.Mboll a M1.Ncul. W tym celu
jednorodny preparat M1.Mboll postuzyt jako antygen do szczepienia krolikow w celu
otrzymania poliwalentnej surowicy zawierajacej przeciwciata anty-M1.Mboll. Stwierdzono,
ze surowica anty-M1.Mboll jest specyficzna zaréwno w stosunku do M1.Mboll jak i
M1.Ncul, co wskazuje na strukturalne podobienstwo badanych enzyméw. Biorac po uwage
zdolnos¢ bakterii z rodzaju Neisseria jak i Moraxella do spontanicznego osiagania stanu
kompetencji nie mozna wykluczy¢, iz obecne w nich systemy R-M zostaly nabyte z innych
gatunkoéw na drodze transferu horyzontalnego.

Rownolegle prowadzone byty badania majace na celu poznanie struktury genetycznej
systemu R-M Ncul. Biorac pod uwage czgsciowo poznana sekwencj¢ nukleotydowa genow
tworzacych system R-M Mboll (Bocklage i in., 1991) a takze podobne wlasciwosci
biochemiczne badanych enzyméw zaprojektowano primery, ktore wykorzystano w reakcji
amplifikacji genu nculR. Jako matryca postuzyt genomowy DNA wyizolowany z bakterii
Neisseria cuniculi ATCC 14688. Zastosowane podejscie pozwolito na poznanie fragmentu
genu nculR. Do okre$lenia sekwencji pozostalych genéw tworzacych system R-M Ncul, a
takze rejondw przylegajacych, wykorzystano technike PCR. Geny kodujace enzymy
systemow R-M Ncul i Mboll sa potozone blisko siebie W tej samej orientacji w nastepujacej
kolejnosci: nculM2—nculM1—nculR oraz mbolIM2—mbollIM1—mbolIR. Jednakze, wedlug
bazy danych enzymow restrykcyjnych REBASE (http://rebase.neb.com), w przypadku
systemu R-M Mboll pomi¢dzy genami kodujacymi metylotransferazy znajduje si¢ fragment
DNA o dlugosci 683 pary zasad. Biatka wchodzace w sktad systeméw R-M Mboll i Ncul
wykazuja wysoka identycznos¢ rzedu 90% dla M1.Mboll/M1.Ncul, 88% dla
M2.Mboll/M2.Ncul oraz 87% dla R.Mboll/R.Ncul na poziomie sekwencji aminokwasowej.
W strukturze metylotransferaz M1.Mboll i M1.Ncul stwierdzono obecno$¢ dziewigciu
wysoce konserwowanych motywoéw aminokwasowych oraz przypuszczalnej domeny TRD
(ang. target recognition domain). Organizacja motywow wskazuje na przynalezno$¢ badanych
biatek do grupy metylotransferaz N®-adeninowych typu B. Zaobserwowano takze obnizona
zawarto$¢ procentowa par G+C gendow kodujacych enzymy zaréwno systemu R-M Mboll
(32%) jak i Ncul (31.6%) w porownaniu do genomowego DNA Moraxella bovis (45%) i
Neisseria cuniculi (44.5%), co sugeruje nabycie badanych systemow R-M na drodze

horyzontalnego transferu genow.
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Nastgpny etap obejmowal charakterystyke metylotransferaz M2.Mboll oraz M2.Ncul
(praca nr 3). Biatka nadprodukowano postugujac si¢ prokariotycznym Systemem
ekspresyjnym wykorzystujacym elementy regulatorowe faga T7. M2.Mboll oraz M2.Ncul
maja podobne wlasciwosci biochemiczne a ich masy czasteczkowe sa zblizone i wynosza 32
kDa. Obydwa enzymy katalizuja reakcje metylacji wewngtrznej cytozyny w rozpoznawanej
sekwencji 5°-GAAGA-3"/3>-CTT™CT-5". Jednakze, w przeciwienstwie do metylotransferaz
M1.Mboll i M1.Ncul, obydwa enzymy posiadaja unikalna cecheg polegajaca na modyfikacji
specyficznej sekwencji nukleotydowej znajdujacej si¢ na jednoniciowym DNA. Wiasciwosé
ta zostatla dotychczas opisana jedynie dla niewielkiej grupy metylotransferaz DNA. Co
ciekawe modyfikacja ta odbywa si¢ z wydajnoscia porownywalng do dwuniciowego
substratu. Biologiczne znaczenie tego zjawiska moze polega¢ na umozliwieniu
przekazywania plazmidowego DNA pomigdzy bakteriami w formie jednoniciowej, a co za
tym idzie ksztaltowaniu struktury genomow bakteryjnych. Analiza bioinformatyczna
M2.Mboll i M2.Ncul wykazala obecno$¢ wysoce konserwowanych motywow
aminokwasowych, ktoérych organizacja wskazuje na przynalezno$¢ badanych biatek do grupy
metylotransferaz N*-cytozynowych typu p. Pomimo faktu, iz M1.Mboll i M2.Mboll oraz
M1.Ncul i M2.Ncul rozpoznaja i wiaza si¢ z taka sama sekwencja DNA, analiza
porownawcza ich sekwencji aminokwasowych wykazata niewiclki stopien podobienstwa
(14%) na poziomie sekwencji aminokwasowej. Potwierdzeniem réznic w budowie obydwu
metylotransferaz Mboll byt brak reakcji krzyzowej pomiedzy surowica anty-M1.Mboll a
metylotransferaza M2.Mboll. Podobny rezultat otrzymano w przypadku metylotransferaz
Ncul. Uzyskane wyniki wskazuja, iz enzymy te nie sa produktem duplikacji genow ale
zostaty nabyte lub podlegaty ewolucji niezaleznie.

Cecha wyraznie odrdzniajaca system R-M Mboll od systemu R-M Ncul jest jego
organizacja genetyczna. Nasze badania wykazaly, iz pomigdzy genami mbolIM2 a mbolIM1
znajduje si¢ fragment DNA o dlugosci 684 pary zasad. Wczesniejsze dane dostgpne w bazie
REBASE wskazywaly, iz rejon ten jest o jeden nukleotyd krotszy. Analiza sekwencji
nukleotydowej tego fragmentu DNA ujawnita obecno$¢ dwoch otwartych ramek odczytu o
dlugosci 654 oraz 375 par zasad charakteryzujacych si¢ obnizona w stosunku do
genomowego DNA M. bovis ATCC 10900 zawartoscia procentowa par G+C (31%). Za
pomoca techniki PCR stwierdzono, iz identyczny fragment DNA znajduje si¢, w innych
szczepach M. bovis pochodzacych z odlegtych geograficznie obszarow. Lokalizacja genu
orf654 pomigdzy genami kodujacymi metylotransferazy M1.Mboll oraz M2.Mboll, a takze

jego wystgpowanie w roznych szczepach M. bovis sugeruje, ze moze mie¢ on zwiazek z
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regulacja ekspresji genéw systemu R-M Mboll. Odmienna struktura genetyczna badanych
systemOéw wskazuje, ze determinanty genetyczne tych metylotransferaz mogly zosta¢
niezaleznie od siebie, stopniowo nabyte na drodze horyzontalnego transferu genow.

Wigkszo$¢ informacji na temat systemow R-M dotyczy mechanizmoéw dziatania i
wlasciwosci endonukleaz restrykcyjnych oraz towarzyszacych im metylotransferaz, a takze
ich budowy przestrzennej czy czestosci wystgpowania w mikroorganizmach. Niewiele
natomiast wiadomo na temat mechanizmoéw odpowiedzialnych za stabilne utrzymywanie ich
aktywnos$ci enzymatycznych na zrownowazonym poziomie niezbednym do prawidlowego
funkcjonowania komorki. Z tego wzgledu podjeto badania majace na celu poznanie wptywu
niepetnego systemu R-M Mboll, ztozonego z endonukleazy restrykcyjnej Mboll i jednej z
metylotransferaz Mboll, na stabilno$¢ genetyczna i zywotno$¢ gospodarza (praca nr 3).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze ekspresja genu mbollIM1 z wlasnego promotora zapewnia
catkowita protekcje miejsc rozpoznawanych przez R.Mboll, natomiast w przypadku genu
mbolIM2 wlasny promotor nie wystarcza do pelnej ochrony miejsc rozpoznawanych przez
R.Mboll. Uzyskuje si¢ ja dopiero poprzez fuzje genu z dodatkowym konstytutywnym
promotorem. Ponadto wykazano, ze nadprodukcja endonukleazy restrykcyjnej Mboll w
komorkach E. coli jest mozliwa jedynie w obecno$ci obydwu metylotransferaz systemu R-M
Mboll. Brak jednej z aktywno$ci modyfikacyjnej prowadzi do zaburzenia rownowagi
pomigdzy restrykcja a modyfikacja co prowadzi do $mierci komorki.

System R-M Mboll sklada si¢ z trzech gendw kodujacych: endonukleaze restrykcyjna
oraz dwie metylotransferazy. Metylotransferaza M1.Mboll zabezpiecza przed autorestrykcja
ni¢ gérna, natomiast M2.Mboll ni¢ dolna. Konsekwencja braku jednej z metylotransferaz jest
stan permanentnej hemimetylacji sekwencji w jednej z kopii potomnych DNA oraz catkowity
brak metylacji sekwencji specyficznych w drugiej kopii potomnej po kazdej rundzie
replikacji. Struktura systemu R-M Mboll stwarza mozliwo$¢ badania wplywu niepehnej
metylacji sekwencji specyficznej na poziom autorestrykcji wewnatrzkomérkowej po
usunigciu jednej z metylotransferaz. Dos$wiadczenia opisane w pracy 4 mialy na celu
zbadanie wptywu niepetnego systemu R-M Mboll na zdolnos¢ komoérki do naprawy
uszkodzen DNA wywotanych dzialaniem mitomycyny C. Jako Zrédlo niezréwnowazonego
systemu R-M Mboll wykorzystano plazmidy niosace geny mbolIM2 i mbolIR pod kontrola
promotoréw P, dzigki czemu mozna bylo indukowa¢ ich ekspresje dodajac do hodowli
IPTG. Do badan wykorzystano bakterie E. coli ER1992 zawierajace gen reporterowy
dinD1::lacZ", ktérego ekspresja jest uzalezniona od komérkowej odpowiedzi SOS. Ponadto,

szczep ten jest pozbawiony endonukleaz odpowiedzialnych za restrykcje zmetylowanego
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DNA. Zastosowanie niepetnego systemu R-M Mboll znajdujacego si¢ pod kontrola
indukowanego promotora Pj,c pozwolito zbada¢ wptyw obecnosci systemu R-M na proces po-
replikacyjnej naprawy DNA na skutek uszkodzen wywotanych dziataniem mitomycyny C. W
wyniku usuwania i naprawy rejondw DNA zawierajacych nieuprawnione wigzania
kowalencyjne, powstatych pod wptywem dziatania mitomycyny C, liczba niezmetylowanych
rejonow DNA ulegata zwigkszeniu co z kolei powodowalo wigkszy stopien $miertelnosci
komorek zawierajacych system R-M Mboll poprzez restrykcje chromosomowego DNA. W
miarg uplywu czasu wartos¢ wspotczynnika indukcji SOS zmniejszata sig, co wskazywato na
zachodzaca naprawg 1 stopniowo zmniejszajaca sig¢ liczbe uszkodzonych rejonow DNA.
Barwienie preparatow komorek bakteryjnych DAPI oraz analiza stopnia degradacji DNA
chromosomowego potwierdzity, ze za $mieré komorek odpowiedzialna jest endonukleaza
restrykcyjna Mboll. Aby zbada¢ czy zjawisko to ma charakter unikatowy czy uniwersalny,
podobny eksperyment wykonano na bakteriach zawierajacych rézne warianty systemu R-M
EcoRI, hodujac je w warunkach subletalnego stezenia mitomycyny C. Stwierdzono, ze
naprawa DNA w czasie komorkowej odpowiedzi SOS jest bardziej efektywna w przypadku
szczepow pozbawionych systemoéw R-M klasy I lub zawierajacych system R-M klasy I, a
mniej efektywna w przypadku bakterii ze zlokalizowanym na chromosomie systemem R-M
EcoRlI, gdzie poziom stezenia obu komponentow biatkowych jest bardzo niski. Z naszych
badan wynika, ze obecno$¢ aktywnego systemu R-M typu II moze powodowaé obnizenie
wydajnosci naprawy DNA wywolanej czynnikiem mutagennym (mitomycyna C), a w
konsekwencji zmniejsza¢ konkurencyjno$¢ takich komoérek w stosunku do bakterii
pozbawionych systemoéw R-M klasy Il w obecnoSci zwiazkéw uszkadzajacych strukture
DNA.

Kontynuujac badania nad charakterystyka systemow R-M typu IIS skierowatam swoja
uwage na enzymy wchodzace w skiad systemu R-M SfaNI z bakterii Streptococcus faecalis
NEB215 (praca nr 5). Rozpoznaja one asymetryczna sekwencje specyficzna 5’-GCATC-
3’/3’-CGTAG-5". Enzym R.SfaNI od wielu lat jest stosowany w biologii molekularnej, a
mimo to jego wilasciwosci byty stabo poznane. Dodatkowa przestanka do podjecia badan nad
endonukleaza restrykcyjna SfaNl bylo opracowanie przez pracownikow Katedry
Mikrobiologii UG metody sekwencjonowania DNA przez kroczenie indekserami
wykorzystujacej do tego celu enzymy klasy 11S (Gromek i Kaczorowski, 2005). R.SfaNI
zostala oczyszczona z bakterii Streptococcus faecalis NEB215 do stanu jednorodnosci
stosujac standardowe techniki chromatograficzne. Wzgledna masa czasteczkowa enzymu

wynosi 70 kDa, a jego wlasciwosci biochemiczne sa charakterystyczne dla klasycznych
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endonukleaz restrykcyjnych klasy II. Preparat R.SfaNI postuzyt do oznaczenia pierwszych
dwudziestu pigciu aminokwaséw N-terminalnej czgsci biatka, zostal rowniez wykorzystany
do klonowania systemu R-M SfaNI. Sekwencje genow wchodzacych w sktad systemu R-M
SfaNI oraz rejondéw przylegajacych poznano wykorzystujac (i) metode polegajaca na selekcji
plazmidow zawierajacych gen metylotransferazy a wigc opornych na trawienie R.SfaNI oraz
(i) technik¢ PCR. M.SfaNI posiada dwa centra katalityczne, kazde prawdopodobnie
odpowiedzialne za modyfikacje jednej z nici w obrgbie rozpoznawanej sekwencji
specyficznej. Organizacja motywow wskazuje na przynaleznos¢ M.SfaNI do grupy
metylotransferaz N°-adeninowych typu o. Ponadto, w czesci N-terminalnej M.SfaNI
stwierdzono obecnos$¢ nietypowego dla metylotransferaz motywu helisa-skret-helisa (ang.
helix-turn-helix) charakterystycznego dla bialek regulatorowych oddziatywujacych ze
specyficznymi sekwencjami DNA. Analiza sekwencji aminokwasowej R.SfaNI wskazuje na
obecnos$¢ motywu PD-(D/E)XK charakterystycznego dla centrow katalitycznych endonukleaz
restrykcyjnych zaleznych od jonéw Mg2+. Do systemu R-M SfaNI od konca 5’ przylega gen
transpozazy natomiast od konca 3” kompleks genéw ccr kodujacych rekombinazy serynowe
CcrA oraz CcrB. Enzymy te umozliwiaja wycinanie i specyficzng integracje z chromosomem
bakteryjnym kaset SCCmec - mobilnych elementéw genetycznych zwykle zawierajacych gen
mecA warunkujacy oporno$¢ gronkowcdéw na metycyling. Fakt wystgpowania w sasiedztwie
systemu R-M SfaNI ruchomych elementow genetycznych moze sprzyja¢ jego
rozprzestrzenianiu si¢ za pomoca horyzontalnego transferu gendéw. Innym argumentem
przemawiajacym za obcym pochodzeniem systemu R-M SfaNIl w bakteriach Streptococcus
faecalis NEB215 jest nizsza w porownaniu z genomowym DNA gospodarza zawarto$¢
procentowa par G+C rejonow kodujacych.

Najwazniejsze odkrycia cyklu prac sktadajacych si¢ na moje osiagnigcie naukowe to:
- wykazanie wysokiego stopnia podobienstwa strukturalnego i funkcjonalnego pomigdzy
enzymami wchodzacymi w sktad systemow R-M Mboll oraz Ncul
- okreslenie specyficznosci M2.Mboll oraz M2.Ncul; oba enzymy naleza do nielicznej grupy
metylotransferaz zdolnych do modyfikacji jednoniciowego DNA
- poznanie organizacji genetycznej trzech systemow R-M typu IS wraz z rejonami
przylegajacymi; w obrebie systemu R-M Mboll zidentyfikowano gen orf654, ktorego produkt
biatkowy moze mie¢ zwiazek z regulacja ekspresji i/lub funkcjonowania genéw systemu R-M
Mboll
- wykazanie r6znic w procentowej zawartosci par G+C gendéw kodujacych enzymy badanych

systeméw R-M w stosunku do genomowego DNA; sugeruje to, ze ich sekwencje nie
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ewoluowaly jednocze$nie z genomem gospodarza, w ktérym obecnie wystepuja, a
najprawdopodobniej zostaty nabyte z otoczenia w wyniku transferu horyzontalnego
- wykazanie, ze ekspresja genu mbolIM1 z wlasnego promotora zapewnia catkowita protekcje
sekwencji 5’-GAAGA-3’/3’-CTTCT-5’, natomiast w przypadku genu mbollIM2 wlasny
promotor nie wystarcza do zainicjowania ekspresji zapewniajacej petna ochrong sekwencji
specyficznej; naprawa uszkodzen DNA wywolanych dziataniem mitomycyny C w komoérkach
zawierajacych niepelny system R-M Mboll, sktadajacy si¢ z genow mbolIM2 oraz mbolIR,
powoduje zwigkszenie liczby niezmetylowanych miejsc wrazliwych na endonukleaze Mboll i
podniesienie poziomu autorestrykcji
- wykrycie w sasiedztwie systemu R-M SfaNI gendéw kodujacych rekombinazy serynowe
CcrA i CcrB ktore umozliwiaja horyzontalny transfer DNA opisany dotychczas jedynie dla
kaset SCCmec; lokalizacja systemu R-M SfaNI moze ulatwia¢ jego rozprzestrzenianie si¢
wsrod bakterii

Przeprowadzone przeze mnie badania poréwnawcze pozwolily na odnalezienic w
budowie enzymow tworzacych systemy R-M wspolnych specyficznych elementow
strukturalnych i funkcjonalnych, co w rezultacie prowadzi do lepszego zrozumienia
mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie bialek o identycznej specyficznosci.
Uzyskane wyniki wskazuja na kluczowe znaczenie horyzontalnego transferu genow w
ksztattowaniu struktury genomow bakteryjnych.
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OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

W roku 1986 ukonczylam studia biologiczne na Wydziale Biologii, Geografii i
Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Pracg magisterska ,, Wptyw rifampicyny na replikacje
plazmidow lambda i pSC101 w mutantach dnaAts Escherichia coli” wykonatam w Katedrze
Biologii Molekularnej po kierunkiem prof. dr hab. Karola Taylora. Wyniki pracy
magisterskiej byly prezentowane na 1X Zjezdzie Polskiego Towarzystwa GenetyCznego w
1986 roku w Gdansku. W tym samym roku zostalam zatrudniona na etacie asystenta w
Katedrze Biochemii UG i rozpoczetam badania w zespole kierowanym przez prof. dr hab.
Aling Taylor. Celem mojej pracy bylo opracowanie wydajnej metody oczyszczania
bakteryjnej alkalicznej fosfatazy, otrzymanie koniugatu alkalicznej fosfatazy z kozimi
przeciwciatami, a takze sprawdzenie przydatnosci enzymu w tescie immunodiagnostycznym
ELISA. W efekcie alkaliczna fosfataza znalazta si¢ w ofercie handlowej Domu Handlowego
Nauki, a sprzedaz enzymu wspierata finanse Katedry Biochemii.

W roku 1990 zostalam stuchaczka Studium Doktoranckiego Chemii UG 1 pod opieka
kierownika Katedry Mikrobiologii UG prof. dr hab. Anny Podhajskiej rozpoczetam badania
nad bakteriocyna gronkowcowa — stafylokokcyna T wytwarzanag przez szczep Staphylococcus
cohnii T. Oczyszczony do stanu jednorodnos$ci preparat bakteriocyny postuzyt do poznania jej
wilasciwo$ci, mechanizmu dzialania oraz spektrum aktywnosci przeciwbakteryjnej. Wyniki
tych doswiadczen zostaly opublikowane (praca nr 3, pkt. IIA, zalacznik 4) oraz
przedstawione w pracy doktorskiej pod tytutem ,,Charakterystyka bakteriocyny wytwarzanej
przez Staphylococcus sp. T”, ktora obronitam w kwietniu 1996 roku na Wydziale Biologii,
Geografii i Oceanologii. Prowadzone w tym czasie badania pozwolity mi zdoby¢ wiedzg i
do$wiadczenie naukowe oOraz opanowaé¢ metody biologii molekularnej, co zaowocowalo
powstaniem dwoch publikacji (praca nr 1, praca nr 2, pkt. IIA, zalacznik 4). Badania
dotyczace opracowania wydajnej metody oczyszczania stafylokokcyny T sa nadal
kontynuowane we wspolpracy z pracownikami Katedry Inzynierii Chemicznej i Procesowe]

Politechniki Gdanskiej.
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W roku 1998 zmienitam przedmiot moich zainteresowan naukowych i rozpoczgtam
badania nad zjawiskiem izospecyficzno$ci enzymoéw wchodzacych w sklad systemow
restrykcyjno-modyfikacyjnych typu 11S. Obok gldéwnego nurtu badan majacych na celu
poréwnanie systeméw R-M Mboll i Ncul realizowalam kolejny projekt dotyczacy ich
lokalizacji genetycznej. Geny niektorych systeméw R-M sa polozone na mobilnych
elementach genetycznych takich jak naturalne plazmidy. Z danych literaturowych wynika, ze
wigkszo$¢ szczepow M. bovis posiada kilka plazmidow, aczkolwiek niewiele jest dostgpnych
informacji na temat genow, ktore koduja. W trakcie badan prowadzonych nad M. bovis ATCC
10900 stwierdzono, ze szczep ten posiada przynajmniej dwa plazmidy; jeden o duzej masie
czasteczkowej, natomiast drugi o wielkosci 4658 par zasad zostal nazwany pMbo4.6 (praca
nr 5, pkt. IIA, zalagcznik 4). W sekwencji plazmidu pMbo4.6 mozna wyr6zni¢c modut
odpowiedzialny za transfer koniugacyjny oraz modut replikacyjny. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze plazmid pMbo4.6 moze mobilizowa¢ do transferu koniugacyjnego drugi plazmid
znajdujacy si¢ w komorkach M. bovis ATCC10900, ktorego struktura nie zostata jeszcze
poznana.

Badania zwiazane z klonowaniem genéw systemu R-M Mboll pozwolity na
opracowanie metody klonowania za pomoca ktorej mozliwe jest wizualne odrdznienie
powstatych rekombinantow od pseudorekombinantow w ktorych wektor ulegt odtworzeniu do
pierwotnej formy (praca nr 7, pkt. IIA, zalacznik 4). Polega ona na umieszczeniu w miejscu
wielokrotnego klonowania genu metylotransferazy mbolIM2, ktorego ekspresja jest letalna
dla bakterii. Dzieje si¢ to na skutek czeSciowej degradacji chromosomu za sprawa
uaktywniania si¢ endonukleaz metylazo-zaleznych przecinajacych DNA w obrebie sekwencji
ze zmetylowanymi nukleotydami. W metodzie tej gen mbollM2 pod nieobecnos$¢ polimerazy
T7 nie ulega pelnej ekspresji, wywolujac efekt subletalny, przejawiajacy si¢ spowolnionym
wzrostem komorek oraz formowaniem si¢ mniejszych kolonii w poroéwnaniu do bakterii,
ktore zawieraja czasteczki plazmidowe z docelowym fragmentem DNA. Metoda ta jest z
powodzeniem stosowana w naszym laboratorium do klonowania fragmentow DNA.

W trakcie badan nad enzymami wchodzacymi w sklad systemu R-M Mboll
otrzymaliémy rekombinanta bedacego mutantem delecyjnym w genie kodujacym
metylotransferazg M2.Mboll (praca nr 9, pkt. IIA, zalacznik 4). W wyniku ekspresji genu
mbolIM24A356 powstaje zgodnie z przewidywana ramka odczytu krotszy od biatka typu
dzikiego produkt o masie 14.5 kDa oraz niespodziewanie petna forma aktywnego biatka o
masie 32 kDa. Otrzymane wyniki wskazuja, iz na skutek niskiej wiernosci polimerazy RNA

faga T7 w tworzeniu mRNA, dochodzi do unikatowego w komoérkach bakteryjnych zjawiska
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przesunigcia ramki odczytu. Polega ono na wielokrotnych delecjach badz insercjach
nukleotydowych w homopolimerycznych sekwencjach bogatych w A/U w mRNA
prowadzacych do syntezy zmodyfikowanych biatek. Wyselekcjonowano cztery takie miejsca
w genie mbolIM2, w ktorych dochodzi do podwyzszonego poziomu wprowadzania bledow
typu insercja/delecja (InDel). Powstata w ten sposob fenotypowo heterogenna mieszanina
funkcjonalnych i niefunkcjonalnych biatek przyczynia si¢ do zwigkszenia potencjatu
ewolucyjnego gospodarza. Wykazalis$my, ze ten mechanizm epigenetycznej naprawy dotyczy
réwniez genéw mbolIM1 i nculM2.

W migdzyczasie podjelam wspolprace z zespotem badawczym Pracowni Biochemii
Mikroorganizméw Katedry Biochemii Uniwersytetu Gdanskiego gdzie prowadzone sa
badania nad indukcja stresu oksydacyjnego w komorkach bakteryjnych wywotanego
dziataniem wielu niespokrewnionych chemicznie antybiotykow. Trimetoprim, kwas
nalidiksowy, rifampicyna, kanamycyna oraz streptomycyna w stezeniach subletalnych hamuja
powstawanie biofilmu E. coli. Wywotany w komorkach bakteryjnych stres oksydacyjny
prowadzi do nadprodukcji tryptofanazy, co skutkuje wzrostem poziomu indolu (praca nr 4,
pkt. 1A, zalacznik 4). Bratam rowniez udzial w badaniach nad komorkami przetrwatymi
(ang. persisters), stanowiacymi niewielka czg¢$¢ populacji bakteryjnej (okoto 1%), ktore
pozostaja zywotne w obecnosci letalnej dawki antybiotyku. Stwierdzilismy, ze wzrost liczby
komorek przetrwatych jest skorelowany z pojawianiem si¢ nieprawidiowo sfaldowanych
biatek i ich agregacja (praca nr 6, pkt. IIA, zalacznik 4).

Prowadzone przeze mnie badania miaty rowniez na celu poszukiwania endonukleaz
restrykcyjnych o dotychczas nieopisanych specyficznosciach, ktore mogltyby postuzy¢ jako
nowe narz¢dzie w biologii molekularnej (praca nr 8, pkt. IIA, zalacznik 4). W wyniku
analiz probek wody pobranych z rzeki Nil wyizolowano szczep Aeromonas hydrophila.
Bakteria jest oporna na wigkszo$¢ antybiotykow p-laktamowych, a takze wytwarza pigc
czynnikow wirulencji pomocnych w kolonizacji gospodarza 1 przezyciu bakterii w
zmieniajacym si¢ srodowisku naturalnym. W trakcie badan zaobserwowatam w komoérkach A.
hydrophila obecnos¢ niewielkiego plazmidu, ktory zostalt nazwany pAhy2.5. Ze wzgledu na
fakt, iz plazmidy stanowia pul¢ dodatkowej informacji genetycznej, ktora daje bakteriom w
pewnych warunkach selekcyjna przewagg, pAhy2.5 zostal zsekwencjonowany. Z
przeprowadzonych badan wynika, iz bakterie A. hydrophila sa zrodlem dwoch endonukleaz
restrykcyjnych nazwanych Aehl oraz Aehll, jednakze enzymy te przecinaja DNA identycznie
jak odpowiednio Xhol oraz Stul.

PLANY BADAWCZE
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Obecnie w ramach projektu badawczego ,,Nowy mechanizm regulacji ekspresji genéw
kodujacych  system  restrykcyjno-modyfikujacy = Mboll z  Moraxella  bovis”,
(2012/07/BNZ2/01782) prowadz¢ badania stopnia polimorfizmu determinant genetycznych
systemu R-M Mboll. Doswiadczenia wskazuja, ze znajdujacy si¢ w obrgbie systemu R-M
Mboll rejon intergenowy o dlugosci 684 pary zasad zawiera otwarta ramke odczytu, ktorej
produktem jest bialkko ORF654 o masie 25 kDa. Metoda degradacji Edmana potwierdzilismy
wynikajaca ze znanej sekwencji nukleotydowej sekwencj¢ aminokwasowa N-terminalnej
czesci biatka. W proksymalnej czesci genu orf654 zidentyfikowaliSmy struktur¢ okreslang
jako "spinka do wlosé6w" (ang. hairpin) poprzedzona sekwencja 5°’-GAAGA-3°/5’-TCTTC-3’
rozpoznawang przez enzymy systemu R-M Mboll. Struktura ta z reguly odgrywa wazna rolg
w procesie regulacji ekspresji informacji genetycznej. Przypuszczamy, Ze umiejscowienie
genu orf654 nie jest przypadkowe. Za faktem tym przemawia obecnos$¢ genu orf654 we
wszystkich ponad stu zbadanych dotychczas szczepach Moraxella bovis pochodzacych z
Argentyny, Australii, Japonii Nowej Zelandii, Stanéw Zjednoczonych i Tajlandii
posiadajacych system R-M Mboll. Lokalizacja genu orf654, a przede wszystkim peina ramka
odczytu dajaca produkt biatkowy sugeruje, ze biatko to moze mie¢ zwiazek z regulacja
ekspresji i/lub funkcjonowania genéw systemu R-M Mboll. W ramach realizowanego
projektu badamy czy i w jaki sposob biatko ORF654 wplywa na osiagnigcie stanu rownowagi
pomiedzy aktywnosciag modyfikujaca, stanowiaca ochrong dla komérki, a restrykcjag DNA.
Mamy nadziej¢, ze poznanie funkcji i mechanizmu dziatania biatka ORF654 wplynie na
zrozumienie regulacji tego procesu na poziomie molekularnym. Istotno$¢ tego mechanizmu
wykracza poza badania nad genetyka M. bovis, gdyz poznanie nowego biatka moze da¢ wglad

w nowe, nieznane dotad aspekty regulacji o kluczowym dla ekspresji DNA znaczeniu.

beoty Furmosd Yoed,
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