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c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggni¢tych wynikéw wraz z

omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Aktywnos$¢ enzymow nukleolitycznych wykorzystywana jest zardwno przez organizmy
prokariotyczne jak 1 eukariotyczne do realizacji wielu réznych procesoéw molekularnych.
Specyficznos¢ substratowa jest jednym z kryteridw, jakie przyjmuje si¢ na potrzeby klasyfikacji
enzymow tej klasy. Uwaza sie, ze nukleazy uczestniczgce w takich procesach jak rekombinacja lub
naprawa DNA, rozpoznaja okreslone motywy sekwencji lub struktury przestrzennej kwasow
nukleinowych. W przeciwienstwie do nich, degradujace enzymy nukleolityczne nie wykazuja
specyficznosci w stosunku do substratu. Ponadto, charakterystyczng wlasciwoscia genow
kodujacych nukleazy degradujace jest korelacja pomigdzy profilem ich ekspresji a procesami
degradacyjnymi zachodzacymi podczas programowanej $mierci komorki (PCD). Poniewaz
degradacj¢ jadrowego DNA obserwuje si¢ zarowno w komorkach apoptycznych zwierzat jak i w
tkankach roslinnych podlegajacych PCD, fakt ten wedlug wielu badaczy $wiadczy o istnieniu
wspolnych mechanizmow prowadzacych do do programowanej smierci komodrek przedstawicieli
obu tych podkrolestw (Reape i McCabe, 2008). Jednak badania ostatnich lat dostarczaja coraz
liczniejszych danych wskazujacych na specyficzny charakter procesu PCD u ro$lin (van Doorn i
wsp. 2008). Kontrolowana degradacja materialu genetycznego jest jednym z przykladow tej
specyfiki, gdyz zar6wno mechanizm tego procesu jak i jego konsekwencje biologiczne sg rézne u
roslin i zwierzat. Przyjmuje sie, ze u zwierzat hydroliza genomowego DNA komorek apoptycznych
ma na celu glownie ochrong organizmu przed stanami zapalnymi, jakie moglyby by¢ efektem
przedostania si¢ DNA do tkanek nie podlegajacych apoptozie (Nagata i wsp. 2003). Tymczasem u
roslin degradacja DNA 1 RNA jest najprawdopodobniej zwigzana gléwnie z redystrybucja
sktadnikéw budulcowych wchodzacych w sktad kwasow nukleinowych, takich jak azot i fosfor,
ktorych niedobdr jest waznym czynnikiem limitujgcym wzrost (Thomas i wsp. 2003; Guo i wsp.

2004).

W poczatkowym okresie badan, gdy nie dysponowano jeszcze wiedza na temat sekwencji
aminokwasowych roslinnych nukleaz degradujacych, badacze koncentrowali si¢ gldéwnie na
identyfikacji i charakterystyce aktywnosci tych enzymoéw w roznych tkankach. W wyniku tych
badan zidentyfikowano aktywnos$¢ enzymatyczna, ktdrg przypisywano biatkom definiowanym
ogolnie jako rodzina nukleazy I (Johnson i Laskowski, 1970). Nukleazy te posiadaly maseg

czgsteczkowa w zakresie od 30 do 45 kDa i wykazywaly aktywnos$¢ enzymatyczng indukowang
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jonami Zn** oraz niskim pH. Aktywnos¢ ta prowadzi do wydajnej degradacji jednoniciowego DNA
(ssDNA) oraz RNA, natomiast w znacznie stabszym stopniu skierowana jest przeciwko
niezdenaturowanemu, dwuniciowemu DNA (dsDNA). Jednym z pierwszych poznanych cztonkow
tej rodziny byla nukleaza Mung Bean, ktéra obecnie jest szeroko stosowana w pracach
biotechnologicznych jako enzym dostepny komercyjnie.

W pdzniejszym okresie, rozwoj technik klonowania umozliwil identyfikacje¢ pierwszych
gendw kodujacych nukleazy, ktérych wiasciwoscei katalityczne odpowiadaly enzymom z rodziny
nukleazy I. Do pierwszych i najlepiej dotychczas poznanych bialek tej klasy nalezy nukleaza ZEN1
z Zinnia elegans, ktéra odpowiedzialna jest za degradacje jadrowego DNA podczas réznicowania
elementéw trachealnych (Iti i Fukuda, 2002), nukleaza Ben I z jeczmienia, wydzielana przez
komorki aleuronowe do bielma podczas kietkowania nasion (Aoyagi i wsp. 1998) oraz nukleaza
BENI z Arabidopsis thaliana, zaangazowana w proces starzenia (Perez-Amador i wsp. 2000).
Poniewaz wszystkie te biatka uczestnicza w procesach nalezgcych do roznych form PCD,
powszechnie uwaza sie, ze ich gléwng funkcja jest degradacja genomowego DNA. Analiza
sekwencji aminokwasowej tych bialek wykazala natomiast, ze sg one homologami dobrze
poznanych grzybowych nukleaz S1 z Aspergilus oryzae i Pl z Penicillium citrinum (Desai i
Shankar, 2003). Fakt, ze nukleazy P1 i S1 majg takie same wymagania jonowe i substratowe jak
ich poznane roslinne homologi, utrwalil przekonanie, ze wlasciwosci biatek z rodziny nukleazy I
odzwierciedlajg ich zwiazek filogenetyczny z enzymami grzybowymi (Sugiyama i wsp. 2000).

Jednak badania prowadzone nad aktywnoscig nukleolityczng pojawiajgca sie w czgsciach
roslin podlegajacych PCD wykazaty, ze w organach tych oprécz nukleaz aktywnych w niskim pH i
zaleznych od jonéw Zn*', obserwuje si¢ réwniez zlozony profil bardzo aktywnych nukleaz
aktywowanych jonami Ca®" (Mittler i Lam, 1997; Ito i Fukuda, 2002; Dominguez i Cejudo, 2000).
Co ciekawe nukleazy te, w przeciwienstwie do znanych enzyméw z rodziny S1/P1 podlegaty
inhibicji pod wplywem jondéw cynku i niskiego pH. Obserwacje te sktonity badaczy do postawienia
hipotezy, zgodnie z ktorg aktywacja poszczegélnych nukleaz jest $cisle zwigzana ze stanem
fizjologicznym ich srodowiska komoérkowego. Wiadomo bowiem, ze w jadrze i cytoplazmie
miodych oraz dojrzalych komorek wartos¢ pH utrzymuje si¢ na neutralnym poziomie. W
$rodowisku tym utrzymuje sie réwniez bardzo niskie stezenie jonow Ca’" i Zn®'. Natomiast
srodowisko wakuoli i apoplastu charakteryzuje si¢ nizszym poziomem pH (ok. 5,5) (Martin i wsp.
1982). Ponadto, poniewaz wakuola bierze udzial w gromadzeniu metali cig¢zkich, st¢zenie jonow
Zn*" w jej wnetrzu przekracza wartosci typowe dla cytoplazmy. Z tego wzgledu czgsto zaktada sig,

ze nukleazy zalezne od Ca®* przenoszone sa do jadra na wczesnym etapie PCD, gdzie w neutralnym
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pH moga one inicjowa¢ fragmentacj¢ jadrowego DNA. Natomiast w koncowej fazie PCD,
pekniecie tonoplastu uwalnia zawarto$¢ wakuoli, prowadzac do zakwaszenia cytoplazmy oraz do
wzrostu stezenia jonéw Zn®" (Hara-Nishimura i Hatsugai, 2011). Przyjmuje si¢, ze w tych
warunkach aktywacji ulegajg kwasne nukleazy zalezne od jondéw cynku, ktore efektywnie
kontynuujg dalszg degradacj¢ DNA komorkowego (Sugiyama i wsp. 2000).

Pomimo, ze powyzszy model moze odnosi¢ si¢ tylko do niektorych przypadkow PCD, to
stanowi on dobry przyklad obrazujgcy zalezno$¢ pomiedzy wymaganiami katalitycznymi danej
nukleazy a jej rola w mechanizmie degradacji DNA. Jednak wazna przeszkoda na drodze do
poznania funkcji poszczegdlnych nukleaz zaleznych od Ca®* stanowil brak informacji o ich
sekwencjach aminokwasowych. Z tego wzgledu glowny wysitek moich prac wykonanych w
Zakladzie Biologii Molekularnej i Komoérkowej koncentrowat si¢ na identyfikacji i charakterystyce
enzymow tej klasy. Punktem wyjscia dla moich poszukiwan byly eksperymenty, ktérych celem
bylo dokonanie calosciowego przegladu réznych, roslinnych aktywnosci nukleolitycznych. W
efekcie tych prac zidentyfikowalismy aktywnos$¢ 14 deoksyrybonukleaz ulegajacych ekspresji w
nasionach oraz w r6znych organach kalafiora na etapie siewki a takze dojrzatej rosliny (Lesniewicz
i wsp. 2010). Poznanie wymagan substratowych, jonowych oraz pH, warunkujacych aktywnos¢
enzymatyczng tych bialek, pozwolilo nam na ich zaszeregowanie do kilku, réznych grup
katalitycznych. Oprocz 4 enzyméw zaleznych od Zn®*, wykazujacych aktywnosé typowa dla
nukleazy I, zidentyfikowaliSmy réwniez pig¢ nukleaz zaleznych od Ca’* oraz trzy nukleazy
aktywowane przez Ca*'/Mg*". Ustalilismy rowniez, ze niektore z tych nukleaz ulegaja ekspresji w
réznych czgsciach roslin 1 na roéznych etapach rozwoju, podczas gdy inne zwigzane byly z
rozwojem tylko niektorych organdéw. ZaobserwowaliSmy rowniez, ze ekspresja trzech nukleaz
indukowana jest stresem suszy i nadtlenkiem wodoru. Najbardziej zlozony wzdr aktywnosci
DNazowej zidentyfikowalismy w tych czgéciach roslin w ktorych nastgpowaly intensywne procesy
redystrybucji sktadnikow budulcowych, czyli w licieniach i starzejacych si¢ lisciach. Wyniki te
sktonity nas do przypuszczen, ze wysoka réoznorodnos¢ enzymoéw odpowiedzialnych za hydrolize
DNA odzwierciedla ztozono$¢ mechanizméw molekularnych, ktére zaangazowane sg w degradacje
materialu genetycznego w roéznych tkankach roslin.

Poniewaz sekwencje aminokwasowe roslinnych nukleaz zaleznych od jonéw wapnia
pozostawaly wciaz nieznane a uzyskane przez nas wyniki wskazywaly, ze w procesach
rozwojowych pelnig one rownie wazng rolg jak nukleazy zalezne od jonow cynku, w dalszej czgsci
moich badan skupitem sie na identyfikacji kodujgcych je genow. W tym celu dokonatem przegladu

biatkowych baz danych Arabidopsis thaliana, koncentrujac si¢ na identyfikacji bialek
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zawierajacych potencjalne domeny nukleolityczne. Mojg uwagg zwrécity dwa bialka posiadajace
konserwatywny motyw wykazujacy homologi¢ do domeny katalitycznej obecnej u stosunkowo
dobrze scharakteryzowanych nukleaz bakteryjnych z rodziny SNc (ang. Staphylococcus aureus
nuclease) (Tang i wsp. 2008). W okresie tym, dane literaturowe dotyczace roslinnych homologow
nukleaz SNc ograniczaly si¢ do jednej pracy typu ,.short sequence-paper” (Isono i wsp. 2000),
ktorej autorzy wykazali, ze jedno z dwdch bialek tej rodziny obecnych u A.thaliana, nazwane CAN
(At3g56170), po nadekspresji w bakteriach wykazuje aktywnos¢ DNazowa zalezng od Ca**. W celu
dokonania doktadnej analizy molekularnej i funkcjonalnej obu bialek tej rodziny, nazwanych przeze
mnie CAN1 (At3g56170) i CAN2 (At2g40410), sklonowatem kodujace je sekwencje cDNA oraz
poddalem je nadekspresji w protoplastach. Uzyskane w ten sposob biatka rekombinowane
poddalismy analizie, ktora wykazala, ze w neutralnym pH oraz w obecnosci Ca*', wykazuja one
wlasciwosci nukleolityczne w stosunku do ssDNA, dsDNA jak réwniez do RNA (Lesniewicz i wsp.
2012). Aktywnos¢é ta blokowana jest w warunkach niskiego pH a takze w obecnosci jonow Zn*".
UstalilisSmy ponadto, ze interesujgca wiasciwoscia domeny SNc¢ nukleaz CAN jest obecnos$¢ w jej
obszarze dodatkowego motywu posiadajacego homologi¢ do domeny, ktdéra u niektérych syntetaz
tRNA wigze antykodonowg petle bakteryjnych czasteczek tRNA. Chociaz obie te domeny maja
pochodzenie bakteryjne to nie wystepujg one razem w tego typu aranzacji u zadnych innych
poznanych dotychczas bialek prokariotycznych oraz eukariotycznych. Poniewaz usunigcie domeny
potencjalnie wigzacej tRNA ograniczato, lecz nie eliminowato aktywnosci nukleolitycznej enzymu,
przypuszczamy, ze wzmacnia ona wydajnos¢ katalityczng nukleaz CAN.

Wykonana przez nas wszechstronna analiza dostepnych wynikéw mikromacierzowych
(Hruz 1 wsp. 2008) oraz do$wiadczenia identyfikujace aktywnos¢ endogennych form obu nukleaz
wykazaly, ze biatko CAN1 podlega specyficznej ekspresji podczas dwdch proceséw rozwojowych
prowadzacych do kontrolowanej $mierci komdrek - ksylogenezy i starzenia. Ponadto, wzrost
poziomu transkrypcji genu kodujacego CANI stanowi reakcj¢ na atak patogendow wirusowych i
bakteryjnych. Natomiast bialtko CAN2 w tkankach ro$lin podlega ekspresji na zasadniczo
niezmiennym poziomie.

Szczegolnie interesujgcych informacji dostarczyla nam analiza lokalizacji komorkowej obu
nukleaz CAN, gdyz wykazala ona, ze oba te biatlka w wyniku mirystylacji i palmitylacji
zachodzacej na ich aminowych koncach podlegajg zakotwiczeniu w zewntrznej blonie komoérkowe;.
Nukleazy, ktoére badane byly dotychczas identyfikowano w przedziatach komorkowych
zawierajacych kwasy nukleinowe, takich jak jadro oraz plastydy i mitochondria, lub w organellach,

w ktérych sg one przechowywane przed ostatecznym wykorzystaniem, np. w wakuoli lub w
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lizosomach. Zgodnie z dotychczasowa wiedzg, biatka CAN1 i CAN2 s3 jedynymi poznanymi
nukleazami roslinnymi zwigzanymi z blong komérkowa. Oprdcz nich, stosunkowo dobrze poznane
zostaly nukleazy blonowe, obecne w bakteriach nalezacych do rodzaju Mycoplazma sp. (Schmidt i
wsp. 2007; Li i wsp. 2010). Poniewaz bakterie te sa pozbawione enzymoéw umozliwiajacych
syntez¢ nukleotydow, zrodlem tych skladnikow sa dla nich produkty degradacji kwaséw
nukleinowych zasiedlanego przez nie gospodarza. W celu ich pozyskania bakterie te wykorzystuja
system transporterow ABC, ktéry obejmuje miedzy innymi nukleazy polaczone z blong
komorkowa. Poniewaz sekwencje analizowanych przez nas ro$linnych nukleaz CAN takze
zawieraja motyw aminokwasowy homologiczny do niektérych sktadnikow transporterow ABC,
przypuszczamy, ze komorki roslinne wykorzystuja dodatkowy, niezidentyfikowany dotychczas
mechanizm, ktéry odpowiedzialny jast =za degradacje¢ kwasow nukleinowych oraz
migdzykomoérkowy transport produktow tej degradacji.

Chociaz charakterystyka obu bialek CAN w znacznym stopniu przyczynita si¢ do poznania
neutralnych, roslinnych nukleaz zaleznych od Ca®*, to nie wyjasnia ona do konca pochodzenia
wszystkich aktywnosci tego typu, jakie pojawiaja si¢ w tkankach roslinnych podlegajacych PCD. Z
tego wzgledu poszukiwania enzymow nalezacych do tej klasy prowadzitem réwniez wéréd innych
uktadéw roslinnych. W wyniku wspotpracy z Zakladem Wirusologii Molekularnej Uniwersytetu
im. A.Mickiewicza, w soku mlecznym Chelidonium majus zidentyfikowaliSmy wapniowo-zalezng
nukleazg sekrecyjna, ktorej niska masa czasteczkowa (20kDa) sugeruje, ze nalezy ona do rodziny
innej niz znane nukleazy SNc czy S1/P1 (Nawrot i wsp. 2007). Ponadto, poniewaz niektére dane
literaturowe sugerowaly, ze wapniowo-zalezng aktywno$¢ nukleolityczng mogg rdwniez
wykazywa¢ niektore prokariotyczne i eukariotyczne cyklofiliny zaangazowane w procesy lityczne
(Montague 1 wsp. 1994), we wspotpracy z Katedra Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu Nauk
Przyrodniczych w Poznaniu analizowalismy aktywnos$¢ rekombinowanej cyklofiliny z Lubinu
z6ltego. Chociaz wyniki tych badan nie wykazaly, by bialko to moglo hydrolizowa¢ kwasy
nukleinowe, to ustalilismy, ze wykazuje ono zdolno$¢ do wiazania jedno- jak i dwuniciowego DNA
a takze RNA (Nuc i wsp. 2008).

Najwigkszy postep w naszych poszukiwaniach nukleaz aktywowanych jonami Ca** byt
wynikiem badan prowadzonych nad roslinnymi biatkami z rodziny S1/P1. Autorzy prac, w ktorych
zaprezentowano charakterystyke kilku bialek tej rodziny, zwracali uwage, ze wykazujg one
aktywnos¢ katalityczng analogiczng do ich grzybowych ortologow. Uznatlem jednak, ze na bazie
tych danych nie mozna formulowa¢ ogdlnych wnioskéw dotyczacych wymagan katalitycznych

wszystkich rodlinnych nukleaz S1/P1, gdyz opublikowane wyniki odnoszg si¢ tylko do
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pojedynczych czlonkdow tej rodziny, izolowanych z réznych gatunkéw. Z drugiej strony nalezy
pamigta¢, ze u tych gatunkéw dla ktérych poznane zostaly pelne sekwencje gonomowe, geny
kodujace nukleazy S1/P1 wystepujg w postaci rodzin wielogenowych. Ponadto, nalezy mie¢ na
uwadze, ze metody stosowane przez rozne laboratoria do identyfikacji aktywnosci nukleolitycznej,
réznig si¢ znacznie miedzy soba, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do mylnych uogdlnien. Z
tego wzgledu, aby okresli¢c wymagania katalityczne roslinnych nukleaz S1/P1 postanowitem zbada¢
aktywnos¢ wszystkich pieciu czlonkow tej rodziny kodowanych przez genom Arabidopsis.
Uznatem bowiem, ze jednoczesna analiza wszystkich paralogéw tej rodziny stanowi¢ bedzie lepsza
podstawe do dalszych wnioskowan niz poréwnywanie pojedynczych ortologéw z réznych
gatunkéw. W efekcie, wykonane przez nas badania wykazaly, ze poszczegdlne nukleazy S1/P1
reprezentujg zaskakujgco duza réznorodnos¢ aktywnosci nukleolitycznych (Lesniewicz 1 wsp.
2013). W rzeczywistosci tylko dwa z pigeciu enzymow tej rodziny posiadajg aktywnosé katalityczna
typowa dla biatek definiowanych jako rodzina nukleazy I. Oprécz obu tych, Zn**-zaleznych nukleaz
(ENDO3 i EDNOS), rodzina ta obejmuje rowniez nukleazy, ktérych aktywnos$¢ indukowana jest
jonami Ca** lub Mn** (ENDO1 i ENDO4), a takze nukleaze aktywowana réwnoczesnym podaniem
jondéw Ca’* i Zn*" (ENDO2). Poniewaz nukleazy te roznig si¢ takze wymaganiami substratowymi
oraz pH, sugeruje to, ze sa one zaangazowane w procesy zachodzace w tkankach, ewentualnie w
przedziatach komorkowych, charakteryzujacych si¢ znaczng rdznorodnoscia  warunkoéw
fizjologicznych.

Aby zidentyfikowaé procesy, w ktore zaangazowane sg poszczegdlne nukleazy tej rodziny
dokonatem przegladu dostepnych baz danych mikromacierzowych (Hruz i wsp. 2008). Generalnie,
wyniki te ujawnilty, ze ekspresja poszczegodlnych czlonkdéw tej rodziny jest wysoce specyficzna w
stosunku do okreslonych tkanek, ewentualnie do réznych faz ich rozwoju. Fakty te sugeruja, ze
ewolucja roslinnych nukleaz z rodziny S1/P1 doprowadzita do zwigkszenia roznorodnosci
katalitycznej tych bialek, a takze do zréznicowania ich specyficznosci tkankowej. Analiza
filogenetyczna wszystkich roslinnych nukleaz S1/P1, wykonana w oparciu o dostgpne dane
genomowe glownych taksonoéw roslinnych, takze potwierdzila te obserwacje (Lesniewicz i wsp.
2013).

Grzybowa nukleaza P1 uwazana jest za modelowy enzym, ktorego centrum katalityczne
prowadzi hydroliz¢ wigzan fosfodwuestrowych w oparciu o kompleks obejmujacy trzy jony Zn*",
Zgodnie z naszg wiedza, mechanizm tej reakcji badany byt dotychczas wylacznie z uwzglednieniem
udzialu jondéw cynku (Romier i wsp. 1998, Liao i wsp. 2010). Jednak wyniki naszych badan

jednoznacznie wykazaly, ze centra katalityczne niektérych roslinnych homologéw biatka P1,
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wspolpracuja z jonami Ca®" lub Mn?*, podczas gdy jony Zn®" sa czynnikiem blokujacym ich
aktywnos¢. Odkrycie tej réznorodnosci otwiera nowe perspektywy dla badan, ktorych celem bedzie
poznanie mechanizmu wykorzystywanego przez ten typ enzymow do reakcji katalityczne;.
Podsumowujgc, badania ktore wykonalem w Zakladzie Biologii Molekularnej i
Komoérkowej w znaczacy sposob poszerzyly nasza wiedzg na temat roslinnych, degradujacych
nukleaz zaleznych od jonéw Ca®’. Wykazalem, ze u roélin w degradacji kwaséw nukleinowych
uczestniczg nukleazy wapniowo-zalezne nalezgce do dwodch odrebnych rodzin filogenetycznych.
Jedna z nich obejmuje biatka, ktéorych domena katalityczna wykazuje podobienstwo do
bakteryjnych nukleaz SNc. Nietypowa lokalizacja komdrkowa tych bialek wskazuje na istnienie u
roslin nowego, niescharakteryzowanego dotychczas mechanizmu degradacji DNA 1 RNA. Druga
grupa degradujacych nukleaz zaleznych od Ca®" nalezy natomiast do rodziny charakteryzujacej sie
homologia do grzybowych nukleaz typu S1/P1. Fakt, ze poszczegdlne enzymy tej rodziny,
wykazuja tak duzg roznorodnos¢ wilasciwosci katalitycznych pokazuje, ze moga one by¢
zaangazowane w procesach charakteryzujacych si¢ znacznie wigkszg réznorodnoscia warunkow
fizjologicznych, niz przypuszczano dotychczas. Wyniki te rzucajg rdwniez nowe $wiatlo na
stosowany dotychczas podzial roslinnych nukleaz, ktory oparty byl na mylnym zalozeniu, ze
wihasciwodci  katalityczne poszczegdlnych nukleaz odzwierciedlaja ich pokrewienstwo

filogenetyczne.

5. Oméwienie pozostalych osiggni¢¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Drugi nurt badan, w ktérym uczestniczylem w okresie po uzyskaniu stopnia doktora,
dotyczyl analizy protoonkogenu cMyc oraz Mono-ADP-rybozylotransferazy PARP10. Badania te
realizowalem we wspolpracy z niemieckim osrodkiem naukowym - Institut fur Biochemie und
Molekularbiologie, Klinikum, RWTH, w Aachen.

Protoonkogn c-Myc jest czynnikiem transkrypcyjnym kontrolujgcym rozne aspekty biologii
komorki, takie jak proliferacja, roznicowanie i apoptoza. Zaktocenia w poziomie ekspresji c-Myc
obserwuje sie w wiekszosci przypadkow raka (Liischer i Vervoorts, 2012). Dane, ktére dostepne
byly w okresie gdy podejmowalem wspodlprace z osrodkiem niemieckim sugerowaly, ze biatko
cMyc moze wykorzystywac rézne mechanizmy za pomocg ktdrych wptywa ono na ekspresja genow
docelowych (Liischer i wsp. 2001). Jednak wcigz nie bylo wiadomo, jakie doktadnie czynniki
decyduja o czasie i miejscu aktywacji biatka cMyc. W celu rozwigzania tego problemu, podjelismy
starania majace na celu identyfikacja biatek oddziatujacych z cMyc. W ich efekcie oczyszczono
kompleks, w ktérym cMyc zwigzany byt z nieznanym dotychczas biatkiem o wielkosci 150 kDa,

oznaczonym jako PARP10. Jak ustalili$my, biatko to posiada domeng¢ homologiczng do polimeraz
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poli(ADP-rybozy). Analiza molekularna wykazala natomiast, ze domena ta ma zdolno$¢ do ADP-
rybozylacji wlasnej sekwencji aminokwasowej, jak réwniez sekwencji histonéw rdzeniowych.

Analiza funkcji biatka PARP10 pokazala, ze wplywa ono na zablokowanie procesu
transformacji nowotworowej fibroblastow embrionalnych szczura, w ktdrej posredniczy cMyc oraz
E1A. Funkcja ta jest niezalezna od aktywnosci ADP-rybozylotransferazy lecz na jej realizacj¢ ma
wplyw obecnosci funkcjonalnej domeny NES (ang. nuclear export sequence). Podsumowujac,
nasze badania doprowadzity do identyfikacji nowego enzymu PARP, zaangazowanego w kontrolg
proliferacji komoérek (Yu i wsp. 2005).

PodjeliSmy roéwniez badania nad budowg mysiego locus kodujecego biatko PARPI1O0.
Zauwazylismy, ze sekwencja z 3' konca genu Parpl0 pokrywa si¢ z 5' koficowa sekwencja genu
plektyny 1, w orientacji glowa-do-ogona. Szczegdlowa analiza tego obszaru wykazala, ze dwa
ostatnie egzony genu Parpl(0 (egzon 10 i 11), wykorzystywane sg rowniez jako 5° koncowy
fragment genu plektyny 1. Chociaz egzony te obejmujg sekwencje kodujacg genu Parpl0, to jako
element genu plektyny 1 stanowia one sekwencje niekodujgca, z powodu braku na ich obszarze
kodonu startowego. Odkrycie to oznacza, ze jeden z promotoréw genu plektyny I zlokalizowany
jest w bardzo nietypowym obszarze, bo w obrebie 9 intronu genu Parpl0 (Lesniewicz i wsp. 2005).

ADP-rybozylotransferazy (ART) oraz polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP) katalizuja
odpowiednio mono- i poli-ADP-rybozylacj¢ bialek. Mechanizm tych reakcji uzalezniony jest od
glutaminianu, zlokalizowanego w konserwatywnej czg¢sci centrum katalitycznego enzymu (Han i
Tainer, 2002). ZauwazyliSmy jednak, ze PARP10, w przeciwienstwie do dobrze poznanego biatka
PARP1 nie zawiera tego glutaminianu w centrum Katalitycznym, a takze, ze biatko to wykazuje
aktywno$¢ transferazy a nie polimerazy. Pomimo tych réznic PARP10 réwniez modyfikuje kwasne
aminokwasy bialek docelowych. Analiza tego problemu doprowadzila nas do odkrycia
alternatywnego mechaizmu katalitycznego biatka PARP10. Mechanizm ten wyjasnia, dlaczego
nowoodkryty enzym PARP10 nie moze funkcjonowa¢ jako polimeraza. Odkrycie to pomogio
rowniez wyjasni¢ roézne funkcje biologiczne mono- i poli-ADP-rybozylacji biatek w komdrkach

zwierzat (Kleine 1 wsp. 2008).
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