Streszczenie rozprawy doktorskiej mgr Aliakseia Papkov pt.: ,,Zmiana
specyficznosci substratowej termostabilnej endonukleazy restrykcyjnej
TthHB271 za pomoca inzZynierii genetycznej motywu katalitycznego oraz
wigzacego kofaktor”.

Celem przedstawionej pracy jest zmiana specyficzno$ci enzymatycznej bifunkcjonalnej
endonukleazo-metylotransferazy TthHB271. Enzym ten nalezy do endonukleaz restrykcyjnych
podtypu IIS/IIG/IIC i jest jednym z bialek rodziny Thermus sp. Zesp6t prof. Skowrona zdotat
wykaza¢ niespecyficzng aktywno$¢ substratowa, nazywang ,.affinity star” dwoch enzymow
pochodzacych z tej rodziny. Taki rodzaj aktywnosci substratowej moze by¢ spowodowany
nastepujagcymi warunkami reakcji: zwickszenie pH, niska sila jonowa, obecno$¢
rozpuszczalnikéw organicznych 1 jonéw metali dwuwartosciowych innych niz magnez, a takze
nadmiarem jednostek enzymatycznych. Zmiana aktywnosci restrykcyjnej oraz rozpoznawanie
zrelaksowanej sekwencji moze nastagpi¢ w wyniku oddziatywania z kofaktorem SAM
(S-adenozylometioning) i jego analogiem — SIN (sinefunging). W wyniku przeprowadzonej
analizy sekwencji aminokwasowej enzyméw z rodziny Thermus sp. zostaly wyznaczone
najbardziej ewolucyjnie konserwowane i posiadajace kluczowe znaczenie dla aktywnosci
motywy: motyw nukleolityczny PD-(D/E)XK, motyw wigzacy SAM oraz motyw katalizujacy
metylacje NPPW/Y. Na podstawie danych strukturalnych rodzina zostata podzielona na dwie
podrodziny bardziej spokrewnionych migdzy sobg enzyméw: podrodzing TspGWI (TspGWI i
Tagll) i podrodzing TspDTI (TspDTI, Tth111Il/TthHB271, Tsol). Badania przeprowadzone
przez nasz zespot wykazaty zmiang specyficznosci substratowej endonukleaz restrykcyjnych
TspGWI i Taqll pod wptywem SIN, czego nie zaobserwowano przy zastosowaniu kofaktora
SAM. Jednak zarowno SAM jak i SIN zwigkszyly aktywnos¢ restrykcyjng tych enzymow.
Zatozeniem, ktore chciatbym zweryfikowa¢ w ramach mojej pracy doktorskiej, jest zmiana
specyficznosci restrykcyjnej endonukleazy TthHB271 w wyniku zmian w sekwencji
aminokwasowej w obrebie kluczowych dla aktywnosci enzymu motywow. Wykorzystywany
do badan zaplanowanych ~w  niniejszej pracy enzym  jest  uzyskiwany
w wyniku nadekspresji syntetycznego genu, kodujacego rekombinowang endonukleaze
restrykcyjng TthHB27I, o sekwencji aminokwasowej identycznej z enzymem natywnym. Nowe
warianty wymienionego enzymu TthHB271 moga by¢ bardziej wrazliwe na obecno$é
SIN/SAM. W przypadku wystgpienia relaksacji specyficznosci zostanie zaobserwowana

aktywnos¢ ,,affinity star”.



Mutageneza ukierunkowana zostanie przeprowadzona z wykorzystaniem reakcji
tancuchowej polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) PCR. Startery
z docelowa sekwencja zostang zaprojektowane przy pomocy metod bioinformatycznych.
Natywna sekwencja TthHB271 w motywie wigzagcym SAM zostanie zmieniona z DPACGSG
na DPAVGTG - sekwencje obecng w enzymie TspGWI, natomiast motyw katalityczny
metylacji NPPW zostanie zmieniony na NPPY - sekwencje obecng w TspGWI i Taqll. Zostang
otrzymane trzy warianty biatka: mutant NPPY, mutant DPAVGTG i mutant zawierajacy obie
mutacje. Wprowadzenie mutacji zostanie wstepnie zweryfikowane przy pomocy enzymow
restrykcyjnych, a nastepnie za pomoca sekwencjonowania. Nowe formy enzymu zostang
nadprodukowane w ekspresyjnym szczepie E. coli, a nast¢pnie zostang wyizolowane,
oczyszczone przy pomocy chromatografii jonowymiennej i scharakteryzowane pod wzgledem

biochemicznym.

Podstawowym zastosowaniem ,.czg¢sto tnacych” enzymow restrykcyjnych jest
tworzenie bibliotek genomowych. Tworzenie bibliotek jest konieczne dla dalszego
sekwencjonowania catego genomu. W ciggu ostatniej dekady wykorzystywanie
sekwencjonowania ciggle wzrastato, jednoczesnie stajac si¢ coraz bardziej dostepnym cenowo.
Jest to w duzej mierze zwigzane z rozwojem technologii sekwencjonowania nastgpnej generacji
(ang. Next Generation Sequencing, NGS), ktore zastepuje tradycyjna metode Sangera. Ilo$¢
artykutow  naukowych w  Medline, zwigzanych z NGS ro$nie wykladniczo.

To potwierdza fakt, ze techniki NGS wykazaly swoj ogromny potencjat dla naukowcoéw
w dziedzinie medycyny i biologii. Pierwszym krokiem w analizie sekwencji przy pomocy
technik NGS jest fragmentacja DNA o wysokiej masie czasteczkowej. Istnieja trzy podstawowe
podejscia do sposobu fragmentacji: fizyczne, enzymatyczne i chemiczne. Jednak ze wzglgedu
na tatwo$¢ w wykonaniu i powtarzalne wyniki, metoda z wyboru wydaje si¢ podejscie

enzymatyczne.

Najwyrazniej, zapotrzebowanie na nowe ,,czgsto tngce” enzymy restrykcyjne bedzie
stale wzrasta¢. Dlatego opracowywanie nowych systemow enzymatycznych staje si¢
aktualnym juz dzisiaj. Uzyskanie w ramach mojego projektu “nozyczek molekularnych”
wydaje si¢ celem wysoce prawdopodobnym i pozadanym. Nawet
w przypadku, gdy zaproponowana hipoteza nie zostanie potwierdzona, w trakcie projektu

zostang uzyskane cenne dane dla przysztych badan.



