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Systemy restrykcyjno-modyfikacyjne (R-M) sa niezwykle powszechne wsrod
organizméw prokariotycznych. Odgrywaja kluczowa rol¢ w horyzontalnym transferze
genow modulujac napltyw obcego DNA do komorki bakteryjnej. Jedng z ich gtownych
funkcji jest ochrona komorek gospodarza przed infekcja bakteriofagowg. Systemy R-M
Typu II sktadaja si¢ z genéw kodujacych dwa niezaleznie dzialajace enzymy:
endonukleaze restrykcyjna (REaz¢) i ochronng metylotransferazg DNA (MTazg).
Zachwianie rownowagi pomiedzy aktywnoscig REazy i MTazy moze prowadzi¢ do
$mierci gospodarza, dlatego ekspresja genow systemoéw R-M musi podlegaé $cistej
regulacji. Niektore systemy R-M posiadaja dodatkowy gen, ktory koduje czynnik
transkrypcyjny C. Bialko C kontroluje poziom ekspresji genéw systemow R-M,
wpltywajac takze posrednio na ich mobilno$¢ i utrzymanie si¢ w komoérce gospodarza
przez wiele generacji. Celem badan w przedstawianej rozprawie doktorskiej byto
okreslenie mechanizméw molekularnych biorgcych udziat w regulacji ekspresji genow
systemu R-M Typu Il Csp231l z bakterii Citrobacter sp. RFL231, a w szczegdlnosci
zbadanie funkcji biatka regulatorowego z nowej, niebadanej szerzej rodziny
regulatoréw C.EcoO109-podobnych. W badanym systemie R-M Csp231l, podobnie jak
w innych systemach R-M, ktorych ekspresja genéw zalezy od biatka C, produkowany
jest wspolny transkrypt gendéw regulatora C 1 REazy. Regulator C ma aktywnos$¢
represora wilasnej transkrypcji poprzez mechanizm biologicznego sprzg¢zenia
zwrotnego, gdzie biatko C wigze si¢ do tzw. sekwencji C-box umieszczonej w rejonie
wlasnego promotora. Efekt aktywacji, badz represji transkrypcji zalezny jest od stezenia
regulatora C w komorce, ale w szerszym zakresie wystepuje hamowanie transkrypcji.
Nietypowo do wigkszosci badanych systemow R-M, wigkszo$¢ transkryptu REazy
wytwarzana jest z wlasnego tandemu promotoréw, a nie z promotora regulatora C.
Biatko C tylko czesciowo kontroluje ekspresje genu REazy poprzez bicistronowy
transkrypt, ale jego obecno$¢ znaczaco wplywa na redukcje poziomu relatywnej
restrykcji systemu R-M i efektywnos¢ transformacji do komorek bakteryjnych. Dalsze
badania wykazaty, Zze poziom transkryptu genu C jest negatywnie regulowany przez
antysensowny RNA kodowany na nici dolnej w obrebie genu C. Zwigkszenie iloScCi
transkryptu C na skutek inaktywacji promotora, ktory wytwarza antysensowny RNA

prowadzi do znacznego zmniejszenia poziomu MRNA REazy, czego skutkiem jest



zaobserwowany zmniejszony poziom relatywnej restrykcji. Zakltocenie regulacji
ekspresji genéw systemuU R-M poprzez brak syntezy antysensownego RNA lub delecje
catego genu C powoduje, ze nie jest on stabilnie dziedziczony w kolejnych pokoleniach,
niezaleznie od poziomu relatywnej restrykcji. Te obserwacje moga wnie$¢ nowe
spojrzenie na mechanizmy, ktore uzalezniaja komorki bakteryjne od wystepujacych w
nich samolubnych elementéw genetycznych. W pracy zaproponowano przypuszczalny
mechanizm regulacji ekspresji genow systemu R-M Csp2311, w ktorym bierze udziat
nie tylko biatko C jako czynnik transkrypcyjny, ale tez jego mRNA jako regulator.
Przypuszczalne oddzialywania RNA::RNA na poziomie po-transkrypcyjnym moga
wptywaé bezposrednio na poziom ekspresji REazy. Obecno$¢ skomplikowanych
wielowarstwowych mechanizméw regulatorowych nie jest zaskakujaca, gdyz systemy
R-M, tak jak inne systemy toksyna-antytoksyna, wymagaja bardzo precyzyjnego
kontrolowania swoich aktywnosci, tak by unikngé¢ usmiercenia swojego bakteryjnego
gospodarza na etapie wprowadzanie swoich gendéw na drodze horyzontalnego transferu,

ale takze podczas utrzymywania si¢ w komorce.



