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Metylotransferazy DNA od chwili ich poznania zostaty wraz z endonukleazami
restrykcyjnymi szeroko wykorzystane w biologii molekularnej jako podstawowe
narzedzie w klonowaniu gendéw | innych manipulacjach czgsteczkami DNA. Ostatnie
kilkanascie lat przyniosty réwniez istotne dane doswiadczalne pokazujgce, ze
metylacja DNA jest istotnym czynnikiem epigentycznym zaréwno u bakterii jak i u
organizmow eukariotycznych. Zrozumienie mechanizmu dziatania tych enzyméw
oraz poznanie molekularnych podstaw specyficznosci rozpoznawania okreslonych
sekwencji zasad w DNA ma niezmiernie istotne znaczenie w tej dziedzinie biochemii i
biologii molekularnej. Ma réwniez Znaczenie z zrozumieniu mechanizmu kontroli
epigenetycznej ekspresji gendw. Wraz z endonukleazami restrykcyjnymi stanowig
one rowniez doskonaty model do badania oddziatywan biatek z DNA.

Jednym z pytan jakie stawiajg sobie badacze zajmujacy sie metylotransferazami
DNA i endonukleazami restrykcyjnymi jest pytanie Czy mechanizm rozpoznawania
specyficznej sekwencji zasd w DNA Prz€z enzymy o tej samej specyficznosci a wiec
ropoznajgcych te samg sekwencje np. 5 AAGCTTC 3’ przez rozne enzymy jest taki
sam czy inny a jesli inny na czym polegaja réznice i z czym 83 zwigzane. Stawiane
przez doktorantke cele rozprawy doktorskiej jakimi miaty by¢ (1) analiza
specyficznych oddziatywan biatek czterech badanych enzymow M.EcoVIIl, M.HindllI,
M.LIaCl oraz M.BstZIlI, rozpoznajacych te sama sekwencje 5 AAGCTT 3' z
specyficznymi zasadami (2) badanie oddziatywan z szkieletm cukrowo-fosforanowym
(3) wptywu otoczenia nukleotydowego specyficznej sekwencji na wydajnosé metylacji
i (4) okre$lenie domeny biatkowej odpowiedzialnej biatka M.EcoVIl za

rozpoznawanie sekwencji specyficznej mieszczg sie w aktualnym nurcie badan nad
metylotransferazami DNA.



Przedstawiona do oceny praca doktorska ma ukiad typowy dla takich opracowan.
Praca rozpoczyna sie ,Wstepem”, przedstawiajacym najpierw ogéine wiadomosci na
temat metylotransferaz DNA a nastepnie omoéwiona zostata budowa metylotransferaz
DNA, katalityczny mechanizm ich dziatania, funkcje okreslonych domen biatkowych
oraz pokrewienstwo ewolucyjne. W zwigzku z zakresem prowadzonych badan
omawianych w pracy doktorskiej autorka oméwita rowniez mechanizm oddziatywan
biatko-DNA oraz strukture hybrydéw DNA/RNA. W koricowej czesci ,Wstepu” autorka
omowita biologiczne znaczenie metylacji DNA.

Po przeczytaniu, moge stwierdzi¢, ze ,Wstep” dobrze przygotowuje czytelnika do
zrozumienia pozostatych czesci rozprawy doktorskiej. Jednoczeénie cheiatbym
podkresli¢, ze ta cze$¢ rozprawy doktorskiej $wiadczy dobitnie o bardzo dobrej
znajomosci przez doktorantke wspétczesnej literatury dotyczacej poruszanych
zagadnien i umiejetnosci ich zrozumiatego i logicznego przedstawiania, chociaz nie
ustrzegta sie drobnych niedoskonato$ci takich jak brak informaciji o roli
hydroxylmetylcytozyny u organizméw eukariotycznych czy stwierdzeniu (str.28), ze
.niektére metyltransferazy kodowane przez bakteiofagi i bakterie petnig role w
przeciwdziataniu degradacji DNA przez endonukleazy restrykcyjne ..” Wiekszo$é
metylotransferaz kodowanych przez bakterie chroni DNA przed takg degradacja.

Rozdziat ,Materiaty” zawiera wystarczajgco szczegétowe dane dotyczace
pochodzenia poszczegdinych szczepdw bakterii, plazmidow i fagow, starterow do
reakcji PCR, buforéw itp.

W rozdziale ,Metody” Autorka opisata stosowane przez siebie techniki badawcze.
Sktadajg sie na nie metody z zakresu mikrobiologii, genetyki, inzynierii genetycznej
oraz biochemii. Opis metod jest na ogét na tyle szczegotowy, ze umozliwia
powtorzenie eksperymentdw. Drobne uwagi (1) str. 42 ,do oczyszczania
metylotransferaz DNA .. wykorzystano system oparty o polimeraze RNA faga T7...
chodzi raczej do ekspresji gendw, (2) nie ma danych na temat wektora pT7-6, (3) str.
46, opis okreslenia aktywnosci metylujacej — jakie stezenia [*H AdoMet byty
stosowane? ( jest to podawane dopiero przy poszczegdlnych doswiadczeniach) W
sumie zarowno ,Materiaty” jak i ,Metody” zawierajg wszystkie informacje potrzebne
do stwierdzenia, ze zastosowane metody odpowiadajg wspotczesnym standardom
stosowanym w badaniach endonukleaz restrykcyjnych i sg odeWIednle dla

rozwigzania postawionych sobie celdow badawczych.
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Doktorantka rozpoczeta swoje badania nad mechanizmem rozpozonawania
specyficznej sekwencji przez wybrane metylotransferazy DNA od okreslenia w jakich
warunkach enzymy te sg zdolne do rozpoznawania niespecyficznej sekwencji
okreslanej jako ,starowe” tzn. takich, w ktérych w kanonicznej sekwencji zmieniona
jest conajmniej jedna pojedyncza para zasad. Nalezy zatozy¢, ze badane metylazy
nalezg do grupy metylaz nie wykazujacych w warunkach standardowych takiej
Jrozluznionej” aktywnosci. Doktorantka wykazata, ze w obecnosci DMSO lub glicerolu
niektore z nich wykazuja taka aktywnos¢. Trudno doktadnie okreslic w tej czesci
pracy, jakijest poziom takiej metylacji gdyz brak w tych doswiadczeniach kontroli w
postaci okre$lenia poziomu w tych samych warunkach metylacji kanoniczne;j.
Doktorantka wykazata tez, ze aktywnosc ,starowa” nie moze by¢ niwelowana przez
jony obecne w komdrce, ale dane te oparte sg o pomiary stopnia metylaciji
oligonukleotyddw a nie plazmidowego DNA jak w eksperymentach okreslajgcych
wptyw DMSO na aktywnos¢ ,starowg”. Doktadnie przeprowadzone badania
dotyczace kinetyki reakcji metylacji wykazaty, ze M.EcoVIIl nawet w warunkach
standardowych jest zdolny do metylacji sekwencji niekanonicznych. Doktadna anliza
interakcji metylaz z poszczegdlnymi zasadami w rozpoznawanej sekwencji
wykazata, ze najstotniejsze sg oddziatywania z zasadami wystepujacymi w $rodku
specyficznej sekwencji. Z badan doktorantki wynika, ze rownie wazne jak
oddziatywania pomiedzy aminokwasami a zasadami sekwencji rozpoznawanej przez
enzym sg oddziatywania ze szkieletm fosforanowo-cukrowym. Druga czes$¢ rozprawy
doktorskiej poswigcona jest analizie biatek metylaz pod wzgledem okreselnia jakie
aminokwasy poszczegolnych metylotransferaz DNA sa odpowiedzialne za te
oddziatywania. Doktorantka przeprowadzita bardzo precyzyjnie wykonane
doswiadczenia, w ktérych (1) przeprowadzita chemiczng modyfikacje reszt
histydynowych i lizynowych stanowiacych konserwowane aminokwasy w domenie
TRD i (2) dokonata zamiany konserwowanych reszt aminokwasowych w obrebie
domeny TRD na neutralne reszty aminkowasowe w enzymie M.Ecolll. Wyniki
pomiaréw aktywnosci metylacyjnej otrzymanych mutantéw pozwolity na okreslenie.
ze inaktywacja tych aminokwaséw prowadzi u wszystkich badanych enzyméw do
utraty aktywnosci metylacyjnej. Mutagenizacja reszt aminokwasowych pozwolita na
okreslenie, ktore z nich odgrywaja decydujacy role w aktywnosci enzymow.
Doswiadczenia te przynoszg wiele cennych wynikow w znacznym stopniu

rozszerzajgcym naszag wiedze na temat mechanizmu dziatania metylo'transferaz DNA
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oraz wskaujg, ze ogolny mechanizm rozpoznawania zasad w sekwencji kanoniczne;j
jest dla wszystkich tych metylaz bardzo podobny chociaz ich sposéb dziatania moze
sie troche rozni¢. Na uwage zastuguje niezwykle rzetelna Dyskusja, ktdra jest
bardzo mocng strong tej warto$ciowej pracy doktorskiej. W rozdziale tym uzyskane
wyniki skonfrontowano w bardzo kompetentny i szeroki sposéb z danymi
literaturowymi. Na zakonczenie chciatbym podkresli¢, ze prace doktorskag Pani Ewy
Wons oceniam bardzo wysoko. O tej ocenie decydujg wzgledy merytoryczne. Bez
watpienia jest to praca bardzo wartosciowa.

W konkluzji pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do recenzji praca spehia
wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego zwracam sie do
Wysokiej Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Ewy
Wons do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Whnioskuje jednoczesnie o

nageodzenie tej pracy stosowna nagroda.
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