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Systemy restrykcji i modyfikacji wystepuja powszechnie w genomach wiekszosci bakterii.
Przypisuje sig¢ im gtownie funkcje ochronne, zabezpieczajace komorki bakteryjne przed infekcja
fagowym DNA. Czesto s one jednak réwniei postrzegane: (i) jako samolubne elementy
genetyczne, (ii) jako systemy stabilizujace strukturg wysp genomowych oraz ruchomych
elementéw genetycznych, czy tez (iii) jako moduty, ktére, ograniczajac zakres wymiany DNA,
zapewniajg odrebnos¢ genetyczng bakterii i zachowanie jednosci gatunku. Nie sposéb zatem
jednoznacznie zaszufladkowac te systemy, bowiem chociaz z jednej strony stanowig one barierg
dla horyzontalnego transferu gendw, to jednak, poprzez pofragmentowanie egzogennej
informacji genetycznej, promuja zdarzenia rekombinacyjne, umozliwiajace wbudowanie
powstatych fragmentéw DNA do genomu komorki gospodarza.

Systemy te petnig wiec waine funkcje biologiczne, dlatego tez zainteresowanie nimi wykracza
daleko poza praktyczne zastosowania kodowanych przez nie endonukleaz restrykcyjnych.
Szczegblnie intensywnie analizowane s3 komponenty systeméw R-M typu ll, ktére dominuja
liczebnie w genomach bakteryjnych. Systemy te s3 bardzo zréznicowane, zaréwno pod
wzgledem struktury, jak i sekwencji aminokwasowych endonukleaz i metylotransferaz DNA. Co
intrygujace, mimo tak znaczacych réznic, odmienne systemy wykazuja czesto identyczng
specyficznos¢ wzgledem rozpoznawanej sekwencji nukleotydowej, co czyni je doskonatym
modelem do przeprowadzenia bardziej dogtebnych analiz poréwnawczych, dotyczacych
zaréwno struktury kodowanych enzyméw, jak i molekularnych podstaw ich oddziatywar z DNA.

W pracy, ktdra powierzono mi do recenzji, analizom takim poddano cztery homologiczne
metylotransferazy DNA systemow R-M typu I, wystepujgce w roznych gatu nkach bakterii,
reprezentujacych dwa odlegte filogenetycznie typy taksonomiczne - Proteobacteria (klasa
Gammaproteobacteria) i Firmicutes (klasa Bacilli). Analizowane metylotransferazy rozpoznaja te
sama sekwencje nukleotydow3 i modyfikuja jg w identyczny sposob, jednak, jak wynikato z



badan wstepnych, réznig sig kilkoma istotnymi wtasciwosciami, wskazujacymi m.in. na
odmiennoéé ich struktur trzeciorzedowych.

Uwazam, ze zarowno wykorzystanie ww. metylotransferaz DNA jako obiektu badawczego, jak i
dobér zadan badawczych i warunkéw eksperymentalnych, byly bardzo trafne i doprowadzity do
wskazania elementéw istotnych dla interakcji analizowanych biatek z DNA. Nalezy podkreslic, ze
recenzowana rozprawa doktorska powstata pod opieka promotorska prof. Tadeusza
Kaczorowskiego, kierujacego jedna z wiodacych grup badawczych w naszym kraju,
specjalizujgcych sig w badaniu systemow restrykgji i modyfikacji. Wyniki przedstawione w
ocenianej pracy stanowig zatem rozwiniecie wezesniejszych analiz, a zarazem wnoszg
wartoéciowe tresci do ogélnej wiedzy na temat specyficznosci substratowej metylotransferaz
DNA.

Ocena gléwnych czgsci rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa liczy 209 stron i ma ukfad typowy dla wiekszosci prac
eksperymentalnych. Wydzielono w niej 5 gtéwnych rozdziatéw, tj. Wstep, Materialy, Metody,
Wyniki wraz z Podsumowaniem, Dyskusje i Literature, ktore poprzedzono Streszczeniem, w
jezyku polskim i angielskim.

Wstep

Wstep rozprawy skiada sig z pieciu rownocennych czesci. W pierwszej z nich przedstawiono
ogolna charakterystyke metylotransferaz, opisano ich strukture oraz uktad konserwowanych
motywow i domen, a takie molekularne podstawy katalizowanych przez nie reakcji, z
uwzglednieniem réznic zaobserwowane dla metylaz egzo- i endocyklicznych. W kolejnym
rozdziale opisano oddziatywania metylotransferaz z DNA, ktore determinujg rozpoznanie
specyficznych sekwencji. Nastepnie scharakteryzowano hybrydy DNA/RNA, zapoznano
czytelnika pokrotce ze zjawiskiem rozluZnionej specyficznosci enzymow restrykcyjno-
modyfikacyjnych wzglgdem sekwencji nukleotydowej, a w koricowej czeéci opisano biologiczng
role metylacji DNA, ktadac szczeglny nacisk na znacznie, funkcje i klasyfikacje systemow
restrykcji i modyfikacji. Watkiem przewodnim Wstgpu s3 wiec metylotransferazy DNA, dlatego
tez poczatkowo niezrozumiate byto dla mnie umieszczenie w tym rozdziale opisu struktury
hybrydéw DNA-RNA, bez wyraznych odniesier do zjawiska metylacji. Dopiero po lekturze czesci
wynikow rozprawy, W ktorych badano wptyw metylotransferaz na tego typu hybrydy,
zrozumiatem w petni zamyst Autorki.

Podsumowujac podkresle, e Wstep stanowi wystarczajace wprowadzenie do tematyki badan
przedstawionych w rozprawie. Moja drobna uwaga dotyczy jedynie btednego uzycia terminu
,archebakterie” zamiast archeony (str. 27). Mam tez pytanie odnoszgce sig do stwierdzenia ze
str. 31, ktére brzmi: ,Samolubnos¢ systemow RM, wraz z ich cechami jak kodowanie stabilnej
toksyny (endonukleazy restrykcyjnej) i labilnej antytoksyny (metylotransferazy DNA) cccoevrerne



pozwala na zaklasyfikowanie ich do grupy uktadéw toksyna-antytoksyna”. Wediug ‘dostqpnvch
mi danych, posegregacyjne funkcje stabilizujgce systemow R-M typu Il, w przeciwienstwie do
systemoéw toksyna-antytoksyna, nie wynikaja z réinicy stabilnosci endonukleaz i
metylotransferaz, lecz ze stopniowego rozcieficzania w cytoplazmie obu komponentdéw
biatkowych, podczas kolejnych podziatéw komorek, ktére utracity system R-M. Poproszg o
komentarz w tej kwestii.

Cel pracy

Przedstawiony w rozprawie Cel pracy nie odzwierciedla, moim zdaniem, celu naukowego jaki
przyswiecat podjetym badaniom. Przeprowadzenie analizy specyficznosci substratowej
metylotransferaz DNA, nie powinno by¢ celem samym w sobie, lecz powinno prowadzi¢ do
uzyskania odpowiedzi pomocnych w rozwigzaniu odpowiednio postawionego problemu
naukowego. W obecnej formie cel pracy przedstawia w zasadzie sprecyzowane zadania
badawcze, ktére nie informujg czytelnika, z jaka mysla zostaly zaplanowane. Odpowiednio
sformutowany cel naukowy zostat za to podany w pierwszym zdaniu rozdziatu Dyskusja, ktore
informuje, ze ,przeprowadzona w pracy analiza metylotransferaz DNA homologicznych
wzgledem M.EcoVIll miata na celu ustalenie na ile fakt rozpoznawania identycznej sekwencji
nukleotydowej znajduje odzwierciedlenie w strukturze i wiasciwosciach metylotransferaz oraz
wyjasnienie specyficznego klucza oddziatywan biatko-DNA”".

Materialy i Metody

Materiaty i Metody przedstawiono w pracy w dwéch odrebnych rozdziatach. Do badan
wykorzystano wylgcznie szczepy oraz plazmidy w petni zdefiniowane pod wzgledem
genetycznym. Opisy metod przedstawiono na tyle precyzyjnie, aby moiliwe byto powtdrzenie
przeprowadzonych eksperymentéw w innych warunkach laboratoryjnych. Mam jednak pewne
zastrzezenia do tej czesci pracy. Przede wszystkim uwage zwraca umieszczenie w obu
rozdziatach oémiu Tabel, ktére nie zostaty odpowiednio oznaczone, tj. brak numeréw, tytutéw i
przypiséw (np. pod Tabelg na stronie 38 powinno znaleié sie wyjasnienie, dlaczego niektdre
nukleotydy w podanej sekwencji przedstawiono czcionka o innym formacie). W rozdziale
Materiaty nie zamieszczono ponadto informacji o enzymach, markerach wielkosci DNA i biatek
oraz zestawach wykorzystywanych w pracy z DNA, nie podano réwniez spisu odczynnikow i
buforéw stosowanych np. przy oczyszczaniu biatek czy okreslaniu aktywnosci enzymatycznej
metylotransferaz. Kolejne uwagi dotycza, po pierwsze, braku opisu plazmidu pEcoVIIIM (jest o
nim wzmianka w tekécie na stronie 43, lecz nie zostat ujgty w tabeli na stronie 34), po drugie,
7argonowego okreslenia metody fosforylacji korcéw 5' nukleotydéw mianem ,kinazowania
nukleotydow” (str. 50), i, po trzecie, stosowania w tekscie btednego terminu ,sonifikacja”, ktory
oznacza zastosowanie dzwiekéw niebedacych mowa do wyrazenia lub przetworzenia informacji
(np. str. 43), zamiast terminu sonikacja, oznaczajacego dezintegracjg struktur komoérkowych pod
wptywem ultradiwigkow.



Wyniki

Rozdziat Wyniki stanowi zasadniczg czgs$¢ rozprawy, zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak
i objetosciowym. Na 105 stronach przedstawiono analizy specyficznosci substratowej czterech,
wspominanych wczesniej, metylotransferaz DNA. Do analizy wiaczono takze delecyjna forme
jednej z metylotransferaz, M. BstZl, pozbawiong unikatowej sekwencji przylegtej do domeny
TRD. Poniewai w pracy prébowano przypisac role tej unikatowej sekwencji, a metylotransferaza
BstZl pochodzi z bakterii termofilnej, chciatbym dowiedzie€ sig, czy testowano wstepnie
aktywnos¢ metylujaca tej izoformy w podwyiszonej temperaturze. Dopytam jeszcze o
genomowsg lokalizacje gendw analizowanych metylotransferaz. Ciekawi mnie, czy s one
zlokalizowane w obrebie ruchomych elementéw genetycznych lub wysp genomowych?

Badania rozpoczeto od oczyszczenia biatek oraz okreélenia czynnikéw wptywajacych na
rozluznienie ich specyficznosci. Kolejne etapy obejmowaty, ogélnie ujmujac, analize aktywnosci
metylotransferaz wzgledem sekwencji specyficznej i sekwencji drugorzedowych, zarbwno w
warunkach standardowych, jak i w warunkach rozluznionej specyficznosci, z wykorzystaniem
odpowiednio zaprojektowanych substratow. Dzieki zastosowaniu catej gamy zmodyfikowanych
oligonukleotydow, poczyniono ciekawe obserwacje, m.in. na temat istotnosci poszczegdlnych
zasad i wiazan fosfodiestrowych w obrgbie sekwencji kanonicznej oraz w jej bliskim sasiedztwie,
w oddziatywaniach z analizowanymi metylotransferazami. W swietle przedstawionych wynikow
mozna whnioskowaé, ze kazdy z tych izospecyficznych enzymoéw oddziatuje odmiennie z
sekwencjg docelowa. Poszczegdlne enzymy wykazujg tez unikatowe, w analizowanej grupie,
wiagciwosci, co podkresla Doktorantka w poszczegblnych podrozdziatach pracy. Za szczegdlnie
interesujace uznaé mozna zdolnos¢ M.LIaCl do specyficznej modyfikacji nici DNA hybrydu DNA-
RNA w warunkach typu ,star”oraz mozliwos¢ metylacji przez M.EcoVIll kanonicznej sekwencji,
zlokalizowanej na jednoniciowym DNA. W koricowej czesci pracy przeprowadzono funkcjonalng
analize domeny TRD metylotransferazy EcoVIll, odpowiedzialnej za specyficznos¢ rozpoznawania
sekwencji docelowej. Dzigki konstrukcji i zbadaniu aktywnosci serii zmutowanych biatek,
wyroézniono aminokwasy petnigce najbardziej istotng role w zachowaniu struktury tej domeny.
Recenzowana rozprawa doktorska przynosi zatem wiele ciekawych i wartosciowych obserwacji,
ktére, z jednej strony, przyblizajg nas do zrozumienia molekularnych podstaw specyficznosci
substratowej badanych metylotransferaz, jednak z drugiej przekonuja, ze nie istnieje jeden,
uniwersalny model tego typu oddziatywan. Zasadne jest zatem kontynuowanie tego typu analiz,
najlepiej z wykorzystaniem enzymoéw o poznanej strukturze krystalograficznej.

Wyniki pracy zostaty bogato zilustrowane, bowiem umieszczono w nich az 80 czesto
kilkupanelowych rycin i 3 tabele. Specyfika przeprowadzonych badan i zastosowanie wielu
wariantéw eksperymentalnych umozliwity uzyskanie duzej ilosci danych. Uwazam jednak, ze
szczegotowe wyniki niektorych eksperymentéw, zwtaszcza tych, w ktére nie wykazaty istotnych
réinic w aktywnosci analizowanych enzymOw, powinny zostac przeniesione do odrebnego
zatacznika (np. dane z rozdz. 6.7, str. 134-148). Niewatpliwie wplyngtoby to pozytywnie na
przejrzystosc tej czgsci pracy.
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Z obowigzku recenzenta zwrdce jeszcze uwage na nieliczne bfedy jezykowe i edvtofékie, np. (i)
stosowanie terminu ,primery” zamiast startery (str. 134), (ii) ,wigzanie biatka do DNA” zamiast
wigzanie z DNA (str. 134), czy tei (i) nazwanie domeny polihistydynowej , ogonkiem
histydynowym” (str. 148). Ponadto w legendzie ryciny 15 na str. 66 zabrakto opisu paneli A i B.
Wydaje mi sie réwniez, ze nazwa rozdziatu 6.2. (str. 65) ,Préba odwrdcenia aktywnosci typu
star” nie oddaje w petni idei doswiadczenia, bowiem nie chodzito tu o »odwrocenie efektu”, lecz
jego ograniczenie badZ zniesienie poprzez zastosowanie zoptymalizowanego buforu w
mieszaninie reakcyjnej.

Dyskusja

Uzyskane wyniki przedyskutowano dogtebnie w kolejnych czgsciach rozdziatu Dyskusja,
punktujac jednoczesnie najwazniejsze osiggniecia tej rozprawy. Lektura tego rozdziatu
przekonuje mnie, ze Doktorantka jest w petni dojrzatym badaczem, zdolnym nie tylko do
przeprowadzenia ciggu ztozonych analiz eksperymentalnych, lecz réwniez do wnikliwej i
krytycznej interpretacji uzyskanych wynikow, a takze przedstawienia ich na tle aktualnej wiedzy
z danej dziedziny. W rozdziale tym znalaztem tez odpowiedzi na kilka pytan, ktdre nasunety mi
sie podczas analizy wynikéw rozprawy.

Podsumowujac, chciatbym zaznaczyé, ze nieliczne krytyczne uwagi zawarte w recenzji absolutnie
nie wplywajg na mojg ogdlna, wysoce pozytywnga oceng catej rozprawy. Przedstawione w niej
badania wnosza wiele nowych danych na temat specyficznosci substratowej izospecyficznych
metylotarnsferaz DNA, a tym samym przyczyniajq si¢ do lepszego poznania mechanizmow
funkcjonowania catych modutéw restrykcji i modyfikacji. Uwazam, ze oceniana praca spetnia
wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim. Zwracam sig wigc do Rady
Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdariskiego o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie
Pani mgr Ewy Wons do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



