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Celem badan byla analiza specyficznosci substratowej bakteryjnych metylotransferaz
DNA. Model badawczy stanowita grupa czterech metylotransferaz DNA rozpoznajacych
sekwencje nukleotydowa 5’-AAGCTT-3°/3’-TTCGAA-5" i katalizujacych przeniesienie
grupy metylowej na adening 5°. Analizowanymi enzymami byly: M.EcoVIII z Escherichia
coli E1585-68, M.Hindlll z Haemophilus influenzae Rd, M.LIaCl z Lactococcus lactis subsp.
cremonis W15 oraz M.BstZ111 z Bacillus stearothermophilus 14P. W przypadku tej ostatniej
badano dwie izoformy enzymu — biatko typu dzikiego oraz wariant delecyjny pozbawiony 60-
aminokwasowego odcinka sgsiadujacego z domena rozpoznajaca sekwencje specyficzng
(TRD).

W pierwszym etapie badano oddzialywania specyficzne formowane pomigdzy
badanymi metylotransferazami DNA a docelowa sekwencja nukleotydows. Ustalono,
ze poszczegblne zasady sekwencji kanonicznej nie sa jednakowo istotne — oddziatywanie
z sekwencja specyficzng jest w wigkszym stopniu zaburzone, jesli usunicte sg kontakty
z zasadami znajdujacymi si¢ w jej centrum niz z zasadami skrajnymi. Dotyczy to wszystkich
badanych biatek. W przypadku kazdej analizowanej metylotransferazy DNA obserwowano
rozluznienie specyficznosci (aktywno$¢ typu ,,star’”), manifestujgce si¢ metylacja sekwencji
nukleotydowych réznigcych si¢ od kanonicznej pojedynczym podstawieniem pary zasad,
w obecno$ci rozpuszczalnikow neutralnych (DMSO, glicerol, etanol). Maksymalng
aktywnos¢ typu ,,star” uzyskano stosujac DMSO w stezeniu 30% dla M.EcoVIII 1 M.HindIII,
40% dla M.BstZ1Il oraz 50% glicerol dla M.LIaCl. Aby doktadnie okresli¢ preferencje
M.EcoVIIl wzgledem substratu przeprowadzono szczegdétowe badania prowadzace
do wyznaczenia parametréw kinetycznych dla kazdej sekwencji drugorzedowej. Wykazano,
ze M.EcoVIII dziata zgodnie z kinetyka Michaelis-Menten 1 wykazuje preferencje wzgledem
substratu hemimetylowanego (Kn=24,4 nM). M.EcoVIIIl jako jedyny z badanych enzymow
jest zdolny do modyfikacji sekwencji specyficznej niesionej na jednoniciowym DNA.
Wydajno$¢ metylacji sekwencji drugorzedowych jak réwniez sekwencji kanonicznej
znajdujacej si¢ na jednoniciowym DNA waha si¢ w granicach 0,09-0,22% poziomu

uzyskanego dla niemetylowanej sekwencji specyficznej. W niniejszej pracy wykazano,



ze w najwyzszym stopniu modyfikowane sg sekwencje drugorzegdowe z podstawieniem I pary
zasad, w najnizszym III pary zasad.

Analiza oddziatywan ze szkieletem fosforanowo-cukrowym wykazata, ze wigzania
fosfodiestrowe pelnig znaczacg role w formowaniu kompleksu pomigdzy biatkiem a DNA.
Najwazniejsza role zdaja si¢ pelni¢ wigzania pomiedzy zasadami w $rodku sekwencii,
zwlaszcza pomigdzy G a C, C a T, T a T (wigzanie naprzeciw docelowej adeniny z drugiej
nici) oraz wigzanie pomiedzy docelowa adening a nukleotydem sasiadujacym od strony 5°.
Usunigcie mozliwosci oddziatywania z ktérymkolwiek z nich skutkuje obnizeniem metylacji
takiego substratu o co najmniej potowe. Usuniecie wigzania fosfodiestrowego poza sekwencjg
kanoniczng, ale w jej bliskim sasiedztwie, rowniez wptywa na poziom modyfikacji takiego
substratu, co sugeruje, ze oddzialywania ze szkieletem nie ograniczajg si¢ jedynie do obszaru
sekwencji kanonicznej. Wariant delecyjny M.BstZ11IA jest w najwickszym stopniu wrazliwy
na utrate kontaktow ze szkieletem DNA, co uprawdopodobnia rol¢ wycigtego fragmentu
w oddziatywaniach niespecyficznych. Metylotransferazy EcoVIII oraz BstZ1Il sg zdolne
do modyfikacji sekwencji specyficznej ulokowanej bezposrednio na koncu czgsteczki DNA,
jednoczesnie trojnukleotydowe flanki sa wystarczajace dla M.EcoVIII i M.BstZ11IA do pelnej
metylacji takiego substratu. Analizowano rowniez wplyw kontekstu nukleotydowego,
w jakim sekwencja docelowa si¢ znajduje, na poziom metylacji. Dla zadnego z badanych
enzymoOw ciggi puryn nie sg preferowanymi flankami.

W pracy wykazano, ze metylotransferaza LlaCl jest zdolna do modyfikacji sekwencji
specyficznej w hybrydzie RNA/DNA w warunkach typu ,,star”. Enzym modyfikuje tylko ni¢
DNA hybrydu, a poziom metylacji takiego substratu jest o rzad wielkos$ci nizszy niz uzyskany
dla dupleksu DNA. Ta niezwykla cecha ma potencjat aplikacyjny — umozliwia znakowanie
hybrydéw DNA/RNA.

W drugiej cze$ci pracy skupiono si¢ na mapowaniu domeny wigzacej specyficzng
sekwencje nukleotydowa (TRD) M.EcoVIII. W tym celu wykonano systematyczng analize
szesnastu reszt aminokwasowych konserwowanych w obrebie domeny TRD homologicznych
biatek. Wykazano, ze wymiana tych reszt na reszt¢ alaniny (ktorej tancuch boczny sktada si¢
jedynie z wegla C-B) nie skutkowata calkowitym zanikiem aktywnosci metylujace;.
Najwiekszy spadek aktywnosci (o 80-90%) obserwowano w przypadku mutantow W176A,
L181A, E186A, P187A, W190A, Y195A, N214A i N227A, natomiast wymiana reszt K172,
K193, P194 1 T200 obnizata aktywnos$¢ o nie wigcej niz 20%.



