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Omodwienie osiggnie¢ naukowych przedtozonych do oceny

~Regulacja ekspresji bakteryjnych systemow restrykcyjno-modyfikacyjnych typu
II".

Adaptacja mikroorganizméw do zmieniajacych sie warunkéw Srodowiska czesto mozliwa
jest dzieki pozyskiwaniu nowych cech poprzez horyzontalny transfer gendw. Mechanizmy
przeptywu materiatu genetycznego pomiedzy bakteriami i czynniki utatwiajgce pokonywanie
barier miedzygatunkowych s3g ciggle stabo poznane, mimo lepszego rozumienia samych
procesow transferu gendw na drodze transdukgji, transformacji, czy koniugacji. Ma to kluczowe
znaczenie dla tak waznych aspektow zycia i zdrowia cztowieka, jak chociazby problem
rozprzestrzeniania sie bakteryjnych czynnikéw wirulencji, wysp patogennosci, czy determinant
opornosci na antybiotyki.

Jednym z czynnikdw odgrywajacych znaczng role w wymianie genetycznej pomiedzy
bakteriami sg systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M). Ograniczajg one znacznie
naptyw obcego DNA do komorek ich gospodarza poprzez restrykcje wnikajgcego DNA, czego
przykladem jest ochrona przed wirulentnymi bakteriofagami. Uwaza sie rowniez, ze w pewnych
warunkach pofragmentowane DNA staje sie bardziej rekombinogenne i moze zostat
zintegrowane z genomem gospodarza przyczyniajgc sie w ten sposéb do zrdznicowania
materiatu genetycznego. Wiele systeméw R-M jest kodowanych na plazmidowym DNA, ale
nawet te zlokalizowane na chromosomowym DNA mogg zostac przeniesione do innych bakterii

poprzez horyzontalny transfer genéw. Do dzi$ odkryto ponad 3800 réznych systeméw R-M, a
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ponad 50% Bacteria i Archaea posiada przynajmniej jeden system z czterech wyrdznionych
typow systemdw R-M. Niektore bakterie, jak Helicobacter pylori czy Neisseria gonorrhoeae
posiadajg ich dziesigtki, stajgc sie bardzo trudne do manipulacji genetycznych.

Typ II systemdédw R-M, w przeciwienstwie do typu I czy III, stanowi najprostszy system,
gdzie miejsca interakcji z DNA sg Scisle zdefiniowane i wysoce specyficzne. Na system R-M typu
II sktadajg sie aktywnosci dwdch niezaleznych enzymoéw specyficznie rozpoznajgcych te samg
sekwencje w obrebie DNA: endonukleazy restrykcyjnej (ENazy) oraz metylotransferazy
DNA (MTazy), ktorej rola polega na ochronie komdrkowego DNA przed degradacjg przez
pokrewng ENaze. Obie przeciwstawne aktywnosci (jak toksyna i antytoksyna) muszg
podlega¢ procesom Scistej regulacji na poziomie komdrkowym w sposob niezalezny od biatek
gospodarza, nie tylko by chroni¢ genomowy DNA przed autodegradacja, ale takze by umozliwic
transfer systeméw R-M do wnetrza bakterii. Ma to istotne znaczenie ze wzgledu na toksycznos¢
endonukleaz restrykcyjnych dla bakterii. Zrownowazenie tych dwdch proceséw — restrykcji i
modyfikacji jest kluczowe dla komodrki bakteryjnej, gdyz przewaga aktywnosci restrykcyjnej
zawsze prowadzi do $mierci komorki.

Aktywno$¢ modyfikacyjna jest swoistym antidotum w stosunku do endonukleazy restrykcyjnej.
Jest ona szczegodlnie wazna podczas replikacji bakteryjnego DNA, kiedy nowosyntetyzowana nic
moze staC sie celem ataku endonukleaz restrykcyjnych. Jest to mozliwe dzieki precyzyjnej
regulacji ekspresji gendw kodujgcych obydwa enzymy, ktdra nie moze wynika¢ z samej tylko
roznicy efektywnosci promotoréw dla niezaleznych gendéw ENazy i MTazy. Do tej pory
wyrozniono kilka schematoéw regulacji aktywnosci systemdéw R-M. Wszystkie one dotyczg
zasadniczo etapu transkrypcji. Najbardziej zaawansowane badania dotyczg frakcji systemoéw R-
M typu II, ktére posiadajg trzeci komponent - biatko regulatorowe C (C- controller),
wyspecjalizowane do precyzyjnego kontrolowania ekspresjii genéw R-M.

Systemy R-M s3 niezwykle mobilne. Celem mojego pierwszego projektu byto zbadanie, jak
system R-M stabilizuje sie w nowym gospodarzu i jak zmienia sie ekspresja gendw
systemu R-M w trakcie ich transferu petnego systemu do nowego gospodarza, ktorego DNA jest
narazone na ciecie przez wnikajgcg toksyczng endonukleaze DNA. Jest oczywiste, ze podczas
takiego transferu mechanizmy regulacyjne muszg zapewni¢ przezycie gospodarza poprzez
opOznienie pojawienia sie aktywnosci restrykcyjnej. W trakcie tego opdznienia MTaza musi
ukonczy¢ modyfikacje genomowego DNA. Takie teoretyczne rozwazania nigdy wczesniej nie

byty poparte szczegdtowymi badaniami eksperymentalnymi. Zajetam sie tym problemem
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[praca nr2]. Jako model dla transferu wybratam fagodnego bakteriofaga M13 jako nosnika
systemu R-M Pvull z biatkiem regulatorowym C. Transfer metodg transformacji, czy koniugacji
odrzucitam, gdyz dawat mate szanse na precyzyjne monitorowanie ekspresji genéw w czasie.
Najpierw zoptymalizowatam infekcje komorek E. coli zrekombinowanymi fagami M13 w hodowli
ptynnej, by uzyska¢ maksymalng efektywnos¢ zakazania. Fagi M13 nie dokonujg lizy komorek.
Fagi potomne uwalniane sg stale poza komdrke i towarzyszy temu spowolnienie dynamiki
podziatow komorek. Zbadatam wstepnie, jaki jest poziom ekspresji gendéw kontrolnych w
komérkach E. coli np. genu fagowego gVIII oraz klonowanego do DNA faga genu cat
Zaobserwowatam, ze transkrypty pochodzace z gendéw fagowych sg wykrywane juz w kilka
minut po infekcji, @ po 15-20 minutach mozna wykrywac¢ aktywnos$¢ produktow gendw
kontrolnych. We wiasciwym eksperymencie, do komérek E. coli w fazie logarytmicznej wzrostu
dodawatam zrekombinowane fagi M13, niosace geny systemu R-M Pwvull typu dzikiego
(C+R+M+) lub kontrolnie z nieaktywnym wariantem genu C (C-R+M+). Co 5 minut pobieratam
probki hodowli w czasie do badania kinetyki: a) relatywnej ilosci transkryptéw; b) aktywnosci
enzymatycznej ENazy c) poziomu zmetylowania genomu gospodarza. Wykazatam, Zze istotnie
poziom mRNA genu MTazy zaczat gwattownie wzrasta¢ ok. 20 minut po infekcji fagowej, a
wzrost ilosci mRNA dla genu ENazy ujawnit sie ok. 10 min. pdzniej. Rdznice w relatywnej ilosci
mMRNA MTazy w stosunku do ENazy wynoszg ok. 5:1 i poziom ten osiggany jest ok. 45 min po
infekcji. Jest on poréwnywalny z poziomami stezen mRNA dla komdrek z ustabilizowanym
systemem R-M Pvull, ktére badatam w niezaleznym eksperymencie. Czas ten zatem uwazam za
Jkoniec fazy instalacji” systemu dla badanego systemu. Nastepne analizowatam, czy
obserwowane opdznienie ujawnia sie tez w aktywnosci produktéw gendw MTazy i ENazy.
Badatam poziom zmetylowania DNA w losowych miejscach na genomie E. colii wykazatam, ze
istotnie ok. 25 min po infekcji obserwowatam obecnos¢ metylacji. Podobnie aktywnos¢ ENazy
wykrywana byla w lizatach komoérkowych ok. 35 min po infekcji. W uktadzie z nieaktywnym
wariantem genu C, wzrost ekspresji MTazy nastgpit pozniej i nie obserwowatam wzrostu
ekspresji genu ENazy. Jest to zgodne z oczekiwaniem, gdyz bicistronowy transkrypt dla C i
ENazy jest pod kontrola promotora i operatora genu C.

Aby zbadal udziat biatka C w generowaniu opdznienia ekspresji ENazy, wykonatam
eksperyment, w ktérym komérki £. coli wytwarzajgce biatko C konstytutywnie (pod kontrolg
naturalnego promotora), zakazano bakteriofagiem M13 niosgcym dziki typ systemu R-M Pvull. Z

wczesniejszych badan wiadomo bylo, ze pre-ekspresja biatka C w komodrkach uniemozliwia
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transformacje komorek E. coli plazmidem niosgcym dziki typ systemu R-M Pwvull, na skutek
przedwczesnej indukcji ekspresji ENazy, ktora degradowata genom i w efekcie zabijata komorki.
Ja réwniez zaobserwowatam znaczng redukcje w wydajnosci zakazania fagiem dla takiego
uktadu w przeciwienstwie do komorek kontrolnych pozbawionych genu C.

Réwnolegle szukatam odpowiedzi na pytanie, jaki jest molekularny mechanizm indukcji i
kontroli aktywnosci ENazy przez biatko C. Najpierw skupitam sie na analizie elementéw
regulatorowych operatora genu C i podlegtego mu genu ENazy [praca nrl]. Organizacja
genetyczna wielu gendw C ujawnia obecnoS¢ zakonserwowanego elementu, zwanego C-box,
potozonego przed genem C, ktdéry naktada sie na sekwencje dwoch promotoréw: stabego
(niezaleznego od biatka C) oraz silnego (C-zaleznego). Sama struktura C-boxu dzieli geny C na
kilka rodzin, a C-box genu pvulIC zalicza sie do najpowszechniej wystepujgcych. Wiadome byto,
ze biatko C.Pvull posiadajgce charakterystyczny dla biatek oddziatywujacych z DNA motyw H-T-
H (ang.: helix-turn-helix), wigze sie do rejonu C-box obecnego w promotorze operonu dla
wilasnego genu pwulIC oraz genu endonukleazy pvuIIR. Na podstawie zestawienia wielu
sekwencji rejonu C-box z rdznych systemdw ustalono, Zze sekwencja consensus jest
palindromowa z dwoma parami odwrotnych powtdrzen mogacymi wigza¢ dwa dimery biatka C
(5-GACT — AGTC — GACT — AGTC-3'). Poprzez wykonanie szeregu eksperymentow /n vivo oraz
/n vitro ustalitam, ze tzw. operator lewy (O,) zwigzany jest z aktywacjg transkrypcji i jest
wystarczajacy do indukcji silnego promotora C-zaleznego. Natomiast tzw. operator prawy (Og)
odpowiada za represje transkrypcji. Operator dzikiego typu rozni sie od sekwencji consensus
dwoma zmianami nukleotydu (5-TACT — AGTC — GATT - AGTC-3"). Zbadatam, ze pomimo
uzycia w eksperymencie C-boxa o symetrycznej budowie, biatko C nadal wigze sie do O, z
wiekszym powinowactwem niz do Or. Moze to Swiadczyé o tym, Ze za wigzanie sie biatka C
odpowiedzialna jest sama budowa tego rejonu, sekwencje tgcznikowe lub flankujgce, ktére
warunkujg optymalne przetaczanie trybu transkrypcji: aktywacja/represja. Ponadto wykazatam,
Ze to wigzanie sie do DNA jest Scisle kooperatywne. Zbadatam, ze mutacja w obrebie Oy (brak
funkcji represji biatka C) w kontekscie catego systemu R-M Pvull prowadzi do znacznego

n

obnizenia ,instalowania sie” tego systemu w nowym gospodarzu. Dzieje sie to
najprawdopodobniej na skutek zaburzenia dziatania sprzezenia zwrotnego (aktywacja-represja).

Niedawno poznano strukture krysztatu dla homologa C.Pvull, biatka C.Esp1396I wraz z
rejonem operatorowym (McGeehan i inni, 2008). Otrzymano tetramer, gdzie dwa dimery

zajmujg przeciwlegte domeny tej samej sekwencji DNA. Zupeinym zaskoczeniem byt jednak
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brak bezposrednich odziatywan miedzy resztami aminokwasowymi biatka C w obrebie krotkich
odwroconych powtdrzen sekwencji ,,consensus” GACT/AGTC. Odziatywania zaobserwowano
natomiast w tacznikach (tzw. ang. spacer) regionu C-box i zaproponowano alternatywna
symetrie rozpoznawania operatora DNA dla biatek C poprzez sekwencje tgcznikéw ,TATA”
(McGeehan i inni, 2008). Postanowitam zbadac¢, jaka jest rola tych rejonoéw tacznikowych
w operatorze na modelu biatka C.Pvull oraz operatora C-box z symetrycznymi sekwencjami
consensus W badanich in vivo oraz in vitro [praca nr 3]. Wykazatam, ze w przeciwienstwie do
wynikdw analizy krysztatu C.Esp1396I, mutacja tej kluczowej sekwencji , TATA” na ,,CGCA” nie
prowadzi do zaburzenia wigzania sie C.Pvull do tak zmienionego operatora w badaniach /n
vitro. Wykazatam, Zze ich rola, a w szczegdélnosci w obrebie O,, polega na modulacji
powinowactwa C.Pvull do C-boxu w zaleznosci od kombinacji sekwencyjnej 3-nt. W pewnych
wariantach sekwencji powinowactwo jest wyzsze niz w typie dzikim i prowadzi do wigczenia sie
C-zaleznej aktywnosci transkrypcyjnej w nizszych stezeniach biatka C niz w type dzikim.
Skutkuje to do zbyt wczesng ekspresja genu endonukleazy restrykcyjnej. W testach
biologicznych z uzyciem petnego systemu R-M na plazmidzie wykazatam, ze z powodu tak
zmienionych sekwencji operatora, system nie moze sie zainstalowaé w komorce, gdyz
aktywno$¢ endonukleazy restrykcyjnej pojawia sie zanim zakonczy sie proces modyfikacji DNA.
Prowadzi to do Smierci komdrki gospodarza. Z badan tych wynika, ze dla mobilnych systemdw
R-M zaleznych od regulatora C, utrzymanie optymalnej sekwencji operatora C-box, a takze
optymalnego wigzania biatka C, jest jednym z waznych elementdéw, ktore decyduja o
rownowadze w aktywnosci systemoéw R-M, a tym samym o utrzymaniu sie komérki gospodarza
przy zyciu.

Badania nad regulacjg systeméw R-M przy udziale regulatorowego biatka C wykonywatam w
laboratorium Prof. Roberta Blumenthala na Uniwersytecie w Toledo, Ohio, USA w ramach stazu
podoktorskiego.

Réwnolegle do badan regulacji aktywnosci z wyspecjalizowanym genem C, interesowato
mnie, jak w innych systemach R-M bez tego genu przebiega kontrola ekspresji ENazy i MTazy.
Zwiaszcza ciekawy wydawat mi sie system R-M EcoRI, gdzie w obrebie operonu, gen toksycznej
ENazy poprzedzat gen MTazy. Taki uktad nie wystepuje czesto w organizacji gendw systemoéw
R-M. Do wspotpracy w badaniach zostatam zaproszona przez Prof. Ichizo Kobayashi z
Uniwersytetu w Tokio. Spedzilam w jego laboratorium w sumie 6 miesiecy, ktére zaowocowaty

pracg eksperymentalng [praca 4], a potem przygotowaniem pracy przegladowej [praca 5].
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W obrebie operonu EcoRI zidentyfikowano kilka promotoréw zwigzanych z genem
endonukleazy: gtéwny promotor Pr dla obu genéw ENazy i MTazy, tandem promotordw Py; i
Pu, dla genu MTazy, a takze pare promotordw Prey; i Preva Zlokalizowanych na komplementarnej
nici DNA przeciwstawnie do promotora Pr (Liu i inni, 2007; Liu & Kobayashi, 2007).
Postanowitam zbada¢, jak poszczegdlne promotory wplywaja na ekspresje i
funkcjonowanie systemu EcoRI [praca nr 4]. W trakcie moich badan udato sie potwierdzi¢
obecno$¢ kolejnego promotora Preyvo przeciwnie zorientowanego do promotorédw Py; i Py, dla genu
MTazy. W sumie operon systemu EcoRI sktada sie z co najmniej szeSciu funkcjonalnych
promotoréw przez co sie¢ zaleznosci regulacyjnych jest bardzo ztozona. Udato mi sie wykazac w
operonie obecnos$¢ dwoch ,petli” regulatorowych o negatywnym sprzezeniu zwrotnym (ang.
negative feed-back loop), gdzie w jednej z nich ekspresja MTazy z promotordw Py; i Py, jest
negatywnie regulowana poprzez transkrypcje z promotora Pgevo, podobnie jak w drugiej petli
ekspresja z glownego promotora P jest negatywnie regulowana przez pare promotoréw Prey; i
Prev2. Ponadto, produktem transkrypcji z promotora Pgeyo jest krotki 88 nt antysensowny RNA.
Postanowitam zbada¢, jak inaktywacja promotora Prevo Wptywa na funkcjonowanie catego operonu
EcoRI. Okazato sie, Zze petna inaktywacja nie jest mozliwa i nie udato mi sie otrzymaé zywotnych
komorek. Jednakze, gdy obnizytam aktywnos¢ tego promotora do jednej trzeciej jego normalnej
aktywnosci to komérki niosgce taki wariant systemu EcoRI byly zywe, a poziom wzglednej
restrykcji wskazat na wzrost ekspresji ENazy ponad 8-razy. Druga ciekawa obserwacja dotyczy
aktywnosci antysensownego RNA /n trans na obnizenie zjawiska tzw. Smierci komdrkowej po
utracie systemu R-M (ang. post-segregational host killing). Do tej pory nie udato sie jeszcze poznac
doktadnego mechanizmu regulacji aktywnosci ENazy i MTazy w operonie EcoRI. Prawdopodobnie
kluczowe jest zbadanie roli antysensownego RNA, ktdre moze interferowac z odcinkiem liderowym
jednego z transkryptéw operonu z promotordw Py i Py..

Ponadto, badajgc mechanizmy regulacji wsrdd systeméw R-M typu II znalaztam wiele analogii i
podobienstw do regulacji bakteryjnych systeméw toksyna-antytoksyna, co dotad nie bylo

gruntownie analizowane. Zawartam je w pracy przeglagdowej [praca nr5].

Podsumowujac, moje najwazniejsze osiggniecia zaprezentowane w cyklu prac to wykazanie, ze:
e biatko regulatorowe C odpowiedzialne jest za opdznienie toksycznej ekspres;i
endonukleazy w stosunku do ekspresji metylotransferazy podczas transferu systemu R-M

do nowego gospodarza. Jego rola wydaje sie kluczowa dla procesu ustabilizowania sie
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systemu w nowym gospodarzu, gdzie zbyt wczesne wigczenie genu endonukleazy,
zanim ochronna metylaza zdazy zmodyfikowac genom bakterii, moze sie konczy¢
$miercig gospodarza.

wigzanie biatka regulatorowego C do sekwencji DNA operatora: O, jest zwigzane z
aktywacjg transkrypcji, a wigzanie do Og powoduje jej represje. Ponadto wigzanie biatka
C do DNA jest Scisle kooperatywne. Stwierdzitam réwniez w badaniach in vivo, jak i in
vitro, ze biatko C ma wiekszg preferencje do wigzania sie do operatora O, w
sekwencjach symetrycznych C-boxa, co wskazuje, ze sama budowa tego rejonu,
sekwencje fgcznikowe lub flankujgce warunkujg modulacje powinowactwa biatka C do C-
boxu w zaleznosci od 3-nt kombinacji sekwencyjnej. Pozwala to na optymalne
przetgczanie trybu transkrypcji: aktywacja vs. represja.

jako pierwsi wykazaliSmy, ze istniejg nowe mechanizmy regulacji aktywnosci systemu R-
M oparte o antysensowny RNA, (system R-M EcoRI). Regulacja ekspresji toksycznej
ENazy z silnego promotora odbywa sie poprzez mechanizm interferencji inicjacji
transkrypcji gtdbwnego mRNA z krotkimi RNA powstajgcymi w obrebie ENazy z
promotorédw na nici dolnej, w przeciwnym kierunku

transkrypcja krotkiego 88 nt antysensownego RNA z promotora Preyg Wydaje sie byc
niezbedna do przezycia komorek gospodarza niosgcego system R-M EcoRI, gdyz obnizenie
efektywnosci takiego promotora prowadzi do zwiekszenia ekspresji ENazy i toksycznosci
systemu R-M.

pomimo braku podobienstw w strukturze biatek i motywow DNA, systemy R-M typu II
wykazujg wiele analogii do bakteryjnych systemdéw toksyna-antytoksyna, na poziomie
biologii, funkdji i regulacji ekspresiji.

10



dr lwona Mruk autoreferat

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Studia rozpoczetam w 1993 roku na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Akademii Medycznej (obecnie Gdanski Uniwersytet Medyczny) w Gdansku. Juz w
trakcie studidw, na trzecim roku rozpoczetam pierwsze eksperymenty pod opiekg Dr Stanistawa
Piechuli i Prof. dr hab. Anny Podhajskiej. Pracowatam wtedy nad izolacjg, oczyszczaniem oraz
okreslaniem wifasciwosci enzymow  restrykcyjnych z  sinic.  Poréwnianie  wiasciwosci
biochemicznych wskazuje, ze mimo tego, ze sinice bytujg w $rodowisku o temperaturze 15-
40°C, to wiele z izolowanych z nich enzymdw restykcyjnych wymaga do optymalnego ciecia
DNA temperatur znacznie przewyzszajgcych optimum wzrostu gospodarza (np. 60-80°C)
(Piechula i inni, 2001). Te badania pozwolity mi zdoby¢ pierwsze doswiadczenie naukowe i
opanowa¢ metody biologii molekularnej. Nastepnie pod opiekg Prof. dr hab. Tadeusza
Kaczorowskiego zajetam sie swoim projektem zwigzanym z oczyszczaniem i charakterystyka
endonukleazy restrykcyjnej EcoVIII z Escherichia coli 1585-68. Tytut magistra ze specjalnoscia
biotechnologia uzyskatam w lipcu 1998 r. z wynikiem bardzo dobrym. Tytut pracy brzmial:
~Klonowanie i nadekspresja endonukleazy restrykcyjnej EcoVIII z Escherichia coli 1585-68".
Promotorem byt wspomniany Pan Prof. dr hab. Tadeusz Kaczorowski.

Nastepnie zostatam stuchaczem Srodowiskowego Studium Doktoranckiego z Biologii i
Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego. Kontynuowatam prace z tematyki genetyki i roli
bakteryjnych systeméw restrykcyjno-modyfikacyjnych typu II. Celem moich badan byla
biochemiczna i genetyczna analiza zjawiska izospecyficznosci czyli zjawiska wysepowania réznic
biochemicznych i strukturalnych dla systeméw R-M rozpoznajgcych identyczne, specyficzne
sekwencje nukleotydowe. Jako modelu w badaniach uzytam systeméw izospecyficznych wobec
prototypowego systemu R-M HindIII z Haemophilus influenzae Rd; tj. LIaCl z Lactococcus lactis
subsp. cremoris W15 oraz EcoVIII z E. coli E1585-68. Wymienione systemy rozpoznajg
specyficzng sekwencje nukleotydowg 5'-AAGCTT-3'/3"-TTCGAA-5". W wyniku przeprowadzonych
badan udato mi sie zcharakteryzowac plazmid pEC156 niosgcy geny systemu R-M EcoVIII
(Mruk i inni, 2001) oraz wyizolowa¢ i zsekwencjonowac geny dwdch systemdéw R-M: BstZ1II z
Bacillus stearothermophilus 14P oraz Csp2311 z Citrobacter sp. RFL231. Ich sekwencje
zdeponowatam w bazie danych NCBI GenBank. W strukturze genetycznej systemu Csp2311
odkrytam wystepowanie dodatkowego elementu w postaci genu kodujgcego regulatorowe
biatko C. Analogiczne biatka takich systemdw, jak Pvull czy BamHI, biorg udziat w regulowaniu
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ekspresji gendw kodujacych poszczegdine elementy systemu restrykcyjno-modyfikacyjnego.
Analiza sekwencji tego biatka wskazuje, ze enzym ten jest przedstawicielem nowej ciekawej
rodziny biatek, dotad niebadanej.

W przypadku klonowania systeméw BstZ1II oraz Csp231I wypracowatam oryginalng
procedure, w ktorej selekcja klondw niosgcych gen okreSlonej metylotransferazy byta
przeprowadzana z wykorzystaniem wektora samobdjczego (Mruk i Kaczorowski, 2007).

Analiza struktury genetycznej badanych systemédw R-M pozwolita na wykazanie na
poziomie sekwencji aminokwasowych duzego podobienstwa pomiedzy izospecyficznymi
metylotransferazami oraz braku takiego podobienstwa w przypadku izospecyficznych
endonukleaz restrykcyjnych (Mruk i Kaczorowski, 2003). Wyniki te znalazty swoje
potwierdzenie w przeprowadzonych badaniach serologicznych. W strukturze izospecyficznych
endonukleaz zaobserwowatam wystepowanie charakterystycznego motywu katalitycznego
DXDXK, ktorego lokalizacja zostata zweryfikowana w oparciu o model molekularny czgsteczki
endonukleazy HindIII. Przeprowadzona analiza sugeruje obecno$¢ wspdinej architektury
centrum aktywnego wszystkich analizowanych w niniejszej pracy izospecyficznych endonukleaz
restrykcyjnych. Istotno$¢ tego motywu katalitycznego zostata réwniez potwierdzona
eksperymentalnie z uzyciem technik mutagenezy losowej. W strukturze metylotransferazy
BstZ1II stwierdzitam wystepowanie w czesci centralnej enzymu rejonu, ktérego sekwencja
aminokwasowa nie wystepowata w innych izospecyficznych metylotransferazach (M.EcoVIII,
M.HindIII, M.LIaCI, M.Csp231I). Wykazatam, ze brak tego regionu nie wptywa na funkcje
modyfikacyjng enzymu, gdyz skonstruowany mutant delecyjnego M.BstZ1II pozbawiony tego
regionu (60 aminokwasdéw) nadal zachowywat petng aktywnos$¢. Opracowatam wydajng
procedure oczyszczania enzymow (R.EcoVIII, R.HindIII oraz M.EcoVIII, M.HindIII, M.Csp2311I,
M.BstZ1II), a nastepnie przeprowadzitam ich analize biochemiczng. Oczyszczanie biatek byto
utatwione dzieki zastosowaniu uktadéw ekspresyjnych opartych o elementy regulatorowe faga
T7. Generalnie wlasciwosci badanych homologéw MTaz byty podobne. Interesujgce byto, ze
roznity sie one wrazliwoscig na jony dwuwartoSciowe. Wykazatam, ze jony te, a w szczegolnosci
jony Mg®*, w stezeniach fizjologicznych (1-4 mM) wplywajg hamujgco na niektdre z
analizowanych metylotransferaz (M.LIaCI, M.EcoVIII, M.HindIII) (Mruk i inni, 2003). W
przypadku M.Csp2311 efekt hamowania byt stabszy, za$ dla M.BstZ1II zaobserwowatam
nieznaczng stymulacje aktywnosci enzymu. Z drugiej strony jony te sg niezbedne w reakcji

ciecia DNA przez pokrewne enzymy restrykcyjne. Przypuszczalnie obnizona aktywno$¢
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metylotransferazy moze powodowac zwiekszong zdolnos¢ pokrewnej endonukleazy do restrykcji
obcego DNA.

Obrona rozprawy doktorskiej zatytutowanej “Struktura genetyczna i wasciwosci systemu
restrykcyjno-modyfikacyjnego EcoVIII i jego izospecyficznych homologdw” odbyta sie
08.10.2004 r. Recenzentami byli Pan Prof. dr hab. Andrzej Piekarowicz z Uniwersytetu
Warszawskiego oraz Pan Prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn z Uniwersytetu Gdanskiego. Praca
uzyskata réwniez wyrdznienie Rady Naukowej Wydziatu Biologii UG. Otrzymatam takze nagrode
Prezesa Rady Ministrbw RP za rozprawe doktorskg oraz nagrode Gdanskiego Towarzystwa
Naukowego za rozprawe doktorskg oraz osiggniecia naukowe w dziedzinie nauk biologicznych i
medycznych w 2004 r.

Wyniki mojej pracy byly prezentowane na kilku konferencjach. Otrzymatam dwukrotnie
wyroznienie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w konkursie im. Prof. Wt. Mozotowskiego,
w 1999 i 2003 roku.

Ponadto praca ,Genetic organization and molecular analysis of the EcoVIII restriction-
modification system of Escherichia coli E1585-68 and its comparison with isospecific homologs”
opublikowana w czasopismie Applied and Environmental Microbiology otrzymata wyrdznienie
Komitetu Mikrobiologii Polskiej Akademii Nauk w konkursie im. Prof. K. Bassalika, na najlepszg

prace eksperymentalng z zakresu mikrobiologii wykonang w kraju i opublikowang w 2003 roku.

Wyniki badan nie wchodzace w skiad osiggniecia naukowego przedtozonego do oceny

opublikowatam w nastepujgcych czasopismach naukowych:

1. Mruk I., Kaczorowski T.: A rapid and efficient method for cloning genes of type II
restriction-modification systems by use of a killer plasmid. Appl. Environ. Microbiol.
73 (2007) 4286-93.

IFy007= 4.004; MNiSW= 40

2. Mruk 1., Cichowicz M., Kaczorowski T.: Characterization of the LlaCI methyltransferase
from Lactococcus lactis subsp. cremoris W15 provides new insights into the biology of
type II restriction-modification systems. Microbiology SGM 149 (2003) 3331-3341.
IF,003= 3.044; MNiSW= 40

3. Mruk I., Kaczorowski T.: Genetic organization and molecular analysis of the EcoVIII
restriction-modification system of Escherichia coli E1585-68 and its comparison with
isospecific homologs. Appl. Environ. Microbiol. 69 (2003) 2638-2650.

IF5003= 3.829; MNiSW= 40

13



dr lwona Mruk autoreferat

4. Mruk I., Sektas M., Kaczorowski T.: Characterization of pEC156, a ColE1l-type plasmid
from Escherichia coli E1585-68 that carries genes of the EcoVIII restriction-modification
system. Plasmid 46 (2001) 128-39
IFy001 = 1.463; MNiSW= 20

5. Piechula S., Waleron K., Swiatek W., Biedrzycka I.*, Podhajska A.].: Mesophilic
cyanobacteria producing thermophilic restriction endonucleases. FEMS Microbiol Lett
198 (2001) 135-40.

IFy00: = 1. 673; MNiSW= 20
* moje nazwisko panienskie

6. PLANY BADAWCZE

Obecnie jako kierownik grantu NCN7241/B/P01/2011/40 kontynuuje badania na temat regulacji
ekspresji systemow R-M z udziatem biatka C nowej, niebadanej dotad rodziny biatek
regulatorowych. Gen C oraz podlegte mu geny systemu R-M Csp231I zostaty sklonowane w
naszym laboratorium (Mruk & Kaczorowski, 2007; GenBank AY787793). Z analizy sekwendji
tego systemu oraz badan /n vitro wynika, ze biatko C posiada odmienng sekwencje specyficzng
miejsca wigzania z DNA. Ponadto jego struktura (McGeehan i inni, 2011) rézni si¢ od jego
homologéw. Badamy, jak te roéznice przektadajg sie na Kkontrole ekspresji toksycznej
endonukleazy restrykcyjnej w stosunku do lepiej zbadanego modelu regulacji ekspresji

systemoéw R-M z udziatem biatka C.Pvull.
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