1. Streszczenie

Zasadniczy postep w badaniach w zakresie biochemii, biologii molekularnej i genetyki zostat
dokonany przy wykorzystaniu bakterii izolowanych ze srodowisk naturalnych, w tym ekstremalnych,
oraz szczepow laboratoryjnych. Nowe technologie sekwencjonowania DNA i genomiki umozliwity
poznanie sekwencji m.in. genomu cztowieka oraz kilkuset gatunkéw mikroorganizméw. Badania te
stuzg m.in.: (i) poznaniu filogenetycznej i taksonomicznej réznorodnosci mikroorganizmow w
biosferze, gdzie wigkszo$¢ stanowig nieznane gatunki bakterii; (ii) identyfikacji w bazach
metagenomowych sekwencji, operonow i gendéw, mogacych prowadzi¢ do opracowania lekow, biatek,
enzyméw oraz bioproduktow biotechnologicznych; (iii) ulepszaniu technik analizy DNA oraz
sekwencjonowania i sktadania genoméw i metagenomoéw. Celem pracy bylo stworzenie narzedzi

shuzacych ulepszeniu badan genomowych.

Bakteryjne termostabilne endonukleazy restrykcyjne (REazy) Typu IIS sa doskonalymi
narzedziami do manipulacji genetycznych ze wzgledu na zdolno$¢ ciecia substratowego DNA poza
obrebem sekwencji rozpoznawanej oraz stabilno$¢ termiczng. Srodowiska naturalne stanowia bogate
zroédto enzymdéw o nowych wilasciwosciach i specyficznos$ciach substratowych. W przedstawionej
pracy badano probki gleb i biofilméw pochodzace z rejonow geotermalnych Islandii, izolujac
termofilng bakterie Geobacillus sp., biosyntetyzujaca REaze R.GeolCI. Analizg biochemiczna
R.GeoICI ustalono sekwencje¢ rozpoznawania i miejsca cigcia DNA, klasyfikujac ja do Typu IIS. W
genomie Geobacillus sp. wykryto roéwniez gen kodujacy metylotransferaze (MTaze), zblizong do
REazo-MTazy RM.TspGWI z oddalonego filogenetycznie gatunku Thermus sp.. Prawdopodobnie jest

to wynik horyzontalnego transferu gendw.

Zespot prof. Piotra Skowrona odkryt dwie prototypowe REazo-MTazy oraz zdefiniowat nowa
rodzing REazo-MTaz Thermus, nalezacych jednoczesnie do Typow: IIS, IIC oraz IIG oraz
wykazujacych podobienstwo do Typu I i III. Charakteryzuja si¢ one homologia sekwencji
aminokwasowych (aa), pomimo odmiennej sekwencji rozpoznawanej w DNA oraz
dwufunkcjonalnoscig: domeny REazy i MTazy sg ulokowane na jednym polipeptydzie. Ich aktywno$¢

enzymatyczna jest regulowana przez kofaktor/efektor allosteryczny SAM i jego analogi.

RM.Tsol nalezy do rodziny REazo-MTaz Thermus, a kodujgcy ja gen sklonowano przy
wspotpracy zespotdéw: prof. Piotra Skowrona oraz prof. Lubysa Arvidas. Wyjatkowo dla rodziny
REazo-MTaz Thermus, RM.Tsol nie wykazuje znaczacych zmian specyficzno$ci enzymatycznej pod
wpltywem SAM i jego analogow. Zaprojektowano i zsyntetyzowano nowy analog strukturalny SAM —

S-adenozyl-L-cysteing (SAC), ktéry indukcje chemicznie RM.Tsol do zmiany specyficznosci w



kierunku czestego ciecia substratowego DNA. Pozwala to na zakwalifikowanie RM.Tsol/SAC do

nielicznej grupy REaz ultraczgsto tnacych, bezcennych w tworzeniu bibliotek genomowych.

Kolejnym obiektem badawczym byta rekombinantowa REazo-MTaza syn-RM.Tagqll, uzyskana w
wyniku ekspresji syntetycznego genu syn-taglIRM , pochodzaca z termofilnej bakterii Thermus
aquaticus  (T. aquaticus). Okre$lono parametry fizykochemiczne enzymu RM.Taqll,
nadprodukowanego w bakterii Escherichia coli (E. coli), na bazie syntetycznego genu syn-taqlIRM.
Tak zoptymalizowane metody analiz fizykochemicznych postuza jako standard do badan nad struktura
przestrzenng enzymow rodziny REazo-MTaz Thermus oraz mechanizmem indukowanych chemicznie

zmian specyficznosci substratowe;.



