Horyzontalny transfer genéw, czyli poziome przenoszenie materiatu genetycznego pomiedzy komérkami réznych szczepdw i
gatunkéw, stanowi site napedowa ewolucji bakterii. Jednym z naj-wazniejszych obserwowanych u mikroorganizméw
mechanizmdw majacych wptyw na przebieg zjawisk tego typu jest dziatanie systemoéw restrykcji-modyfikacji (R-M). Nazwa ta
okresla sie r6znorodne, szeroko rozpowszechnione w genomach bakteryjnych moduty genetyczne, ktére determinujg dwie
aktywnosci enzymatyczne. Pierwsza z nich — aktywnos$é nukleolityczna (restrykcyjna) — odpowiada za przecinanie specyficznych
miejsc w obcym DNA, dostajacym sie do komorki, tym samym uniemozliwiajgc zadomowienie sie w niej nowego ruchomego
elementu genetycznego (np. DNA bakteriofaga czy plazmidu). Aby nie doszto jednoczesnie do analogicznej degradacji DNA
gospodarza, niezbedna jest druga aktywnos¢ systemu R-M, czyli zdolno$¢ do modyfikacji wspomnianych specyficznych miejsc
rozpoznawanych przez enzymy nukleolityczne poprzez wprowadzenie grup metylowych do zasad w DNA. Dzieki temu materiat
genetyczny gospodarza jest chroniony przed cieciem, podlega mu natomiast niezmodyfikowany inwazyjny DNA. W
najpowszechniej wystepujacych systemach R-M typu Il za wymienione aktywnosci enzymatyczne odpowiadajg dwa oddzielne
biatka: metylotransferaza (MTaza) i endonukleaza restrykcyjna (REaza), specyficzne wobec tej samej, kilkonukleotydowej
sekwencji DNA. Dzieki swojej zdolnosci do swoistego ciecia DNA REazy znalazly szerokie zastosowanie w inzynierii
genetycznej.

Jak wynika z natury dziatania opisywanych modutéw, ekspresja genéw MTazy i REazy musi podlegac Scistej regulacji, tak aby
nie doszto do niepozadanej z punktu widzenia komorki degradacji jej DNA. Moze sie tak sta¢ w przypadku, gdy komdrka utraci
geny systemu R-M, w jej cytoplazmie pozostanie natomiast pula kodowanych w nim biatek. Wraz z postepujgcym spadkiem
poziomu MTazy nie bedzie ona w stanie zmodyfikowaé wszystkich miejsc docelowych w materiale genetycznym gospodarza, co
uczyni je wrazliwymi na ciecie przez REaze. W konsekwencji moze doj$¢ do Smierci komorki lub — jezeli zadziatajg mechanizmy
naprawy DNA - do rearanzacji jej genomu. Oba zjawiska, determinowane przez systemy R-M, wptywajg na strukture populacji
bakteryjnych. Badania nad mechanizmami dziatania opisywanych modutéw genetycznych majg zatem znaczenie dla zrozumienia
ewolucji mikroorganizmdw, w tym bakterii chorobotwdrczych, u ktérych aktywnos¢ systeméw R-M czesto posrednio decyduje o
wiasciwosciach patogennych.

Obiektem badawczym w projekcie sg dwa systemy R-M niesione przez plazmid pP62BP1 — pozachromosomowy element
genetyczny wystepujacy w komérkach arktycznego szczepu Psychrobacter sp. DAB_AL62B. Badania wstepne wskazuja, ze
dziatanie obu systemoéw podlega ztozonemu mechanizmowi regulacji, za ktéra odpowiadajg wiasciwosci kodowanych w ich
obrebie MTaz oraz potencjalny regulatorowy RNA. Podobne zjawiska znane sg dla innych systeméw R-M, ale nigdy wcze$niej
nie opisano ich wspolnego dziatania. Co wiecej, badany uktad jest unikatowy pod wzgledem organizacji genetycznej, poniewaz
biatka kodowane w obu systemach R-M plazmidu pP62BP1 sg identyczne na poziomie ok. 97%. Istotne r6znice zaobserwowano
natomiast miedzy ich elementami regulacyjnymi.

Celem projektu jest opracowanie i eksperymentalna weryfikacja modelu nowego typu sieci regulacji dziatania systeméw R-M.
Aby tego dokonaé, przeprowadzone zostang kompleksowe analizy przebiegu ekspresji genéw obu modutéw w réznych
wariantach eksperymentalnych oraz badania nad wiasciwosciami kodowanych w nich biatek. Tak uzyskane wyniki pozwolg takze
na zrozumienie wzajemnych oddziatywan pomiedzy oboma ,,blizniaczymi” systemami R-M plazmidu pP62BP1.



