Robert Michat Boraty nski
Streszczenie rozprawy doktorskiej
~Charakterystyka i wia sciwosci fizyko-chemiczne nietypowych

endonukleaz restrykcyjnych klasy 11S”

Promotor : dr hab. Piotr Skowron, prof. UG
Promotor pomocniczy: dr AgnieszkaZylicz-Stachula

W Katedrze Biotechnologii Molekularnej pod kierowtwem prof. Piotra Skowrona
prowadzone ghbadania poszukiwania nowych specyficanaoestrykcyjnych, pochodeych z
organizmow termofilnych. W wyniku analiz probek pabych zesrodowisk geotermalnych
w Egipcie wyizolowano szczepacillus sp. niosgcy nowo-odkryty system restrykcyjno-
modyfikacyjny (R-M), ktory zgodnie z przytp nomenklatus oznaczono Bill. Analizowano
wiasciwosci fenotypowe szczepu oraz opracowano warunki jegdowli. Szczep poddano
analizie gatunkowej metadspektrometrii masowej MALDI-TOF. Analiza wykazatae
wyizolowany szczep natg do gatunkuBacillus ilicheniformis. Opracowano procedur
oczyszczania REazy Bill metodami selektywnej préegji oraz chromatografii.

Korzystajc z techniki gczenia molekularnego, wyznaczono widglkdrREazy. Przy
zalazeniu, ze badane biatko jest globularne i symetryczne wyzoao j§ na 59 kDa
(kilodalton). Wynik ten potwierdzono pomiarem migraw zelu poliakrylamidowym w
warunkach denaturagych w obecnéci wzorcowych biatek. Ok&ono optymalne warunki
trawienia DNA dla enzymu. Warunki optymalne to: paratura 47°C, pH = 9,0, a minimalne
stezenie jondw M§* wymaganych do petnego trawienia substratu wyndsitM. Okrélono
takze optymalne stenie NaCl w buforze reakcyjnym na poziomie 10 mMyzwaczony
wzér restrykcji DNA bakteriofaga lambdd)(oraz T7 okazat siby¢ identyczny jak w
przypadku enzymu Bsal. Identyczny sposajziei DNA potwierdzono sekwencjonowaniem.
Odkryty enzym jest zatem izoschizomerem Bsal. Enzjnarakteryzuje siaktywndgcig o
nizszym optimum temperaturowym znioptimum wzrostu szczepu z ktérego pochodzi.
Sugeruje to,7 badany system R-M mogt zoétpozyskany przeBacillus ilicheniformis na
drodze horyzontalnego transferu genow z innegongatiszczepu.

W drugiej czsci pracy analizowano funkcjonalnie nietyppWREaz-MTaz TspDTI,
stanowsca system R-M pochodey z termofilnej bakteriifhermus sp. DT (Skowron i wsp.,
2003). Badano znaczenie rejonéw TRD2 oraz anded coil w rozpoznawaniu sekwenciji



cictego DNA przez enzym TspDTI. Analizowano rownienaczenie motywu NPPW na
aktywna¢ metylotransferazy (MTazy). Charakterystycznymi heagni tego enzymu as
termostabilnéé, obecne na jednym polipeptydzie dwie aktywsioenzymatyczne -
restrykcyjna i metylujca oraz niecatkowite trawienie substratowego DNA/Kk@hano szereg
mutacji ukierunkowanych. Badano aktywtaizyskanych wariantéw mutacyjnych w lizatach
bakteryjnych. Hodowle prowadzono w szczepie ekgpmgm Escherichia coli (E. coli)
BL21(DES3). Ekspresgj biatek prowadzono pod kontgolpromotora Pr bakteriofagal i
indukowano termicznie. Oczyszczono warianty enzymydazupce aktywn@éc restrykcyjn.
Poréwnywano wigciwosci fizyko—chemiczne jednego z wariantdw mutacyjngamatywnym
enzymem TspDTI.

Wykazanoze usungcie samego rejonu TRD wywotuje catkowity brak rozpawania
sekwencji citego DNA przez enzym. ROwrdeusungcie rejonu angcoiled coil wywotuje
taki skutek. Zmiana jednej tylko reszty aminokwaspgaa) w motywie NPPW spowodowata
catkowity spadek aktywrsgi metylupcej enzymu a tale zmniejszenie aktywrsoi REazy o
14%. Poroéwnano rownte wiasciwosci fizyko—chemiczne TspDTIl oraz wariantu
zmienionego. Wyniki pokazgj ze mutacja nie spowodowata w znacznym stopniu zmian
optimum reakcyjnym temperatury oraz pH w porOéwnagiuenzymem niezmienionym.
Konkludujc, udato sj rozdzielt dwie sprzzone aktywnéci enzymatyczne w obbie biatka
TspDTI, uzyskujc wariant lgdacy funkcjonalnym odpowiednikiem klasycznych REazpiy
Il, gdzie osobne enzymy koduREaz i MTaze.



