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ornowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

osiagnietych wynikow wraz z

Aktywnosc enzyrnow nukleolitycznych wykorzystywana jest zarowno przez orgarnzmy

prokariotyczne jak i eukariotyczne do realizacji wielu roznych procesow molekulamych.

Specyficznosc substratowa jest jednym z kryteriow, jakie przyjmuje sie na potrzeby klasyfikacji

enzymow tej klasy. Uwaza sie, ze nukleazy uczestniczace 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, charakterystyczna wlasciwoscia genow

kodujacych nukleazy degradujace jest korelacja porniedzy profilem ich ekspresji a procesami

degradacyjnymi zachodzacyrni podczas programowanej srnierci kornorki (PCD). Poniewaz

degradacje jadrowego DNA obserwuje sie zarowno w kornorkach apoptycznych zwierzat jak i w

tkankach roslinnych podlegajacych PCD, fakt ten wedlug wielu badaczy swiadczy 0 istnieniu

wspolnych mechanizmow prowadzacych do do programowanej smierci komorek przedstawicieli

obu tych podkrolestw (Reape i McCabe, 2008). Jednak badania ostatnich lat dostarczaja coraz

liczniejszych danych wskazujacych na specyficzny charakter procesu PCD u roslin (van Doom i

wsp. 2008). Kontrolowana degradacja materialu genetycznego jest jednym z przykladow tej

specyfiki, gdyz zarowno mechanizm tego procesu jak i jego konsekwencje biologiczne sa rozne u

roslin i zwierzat. Przyjmuje sie, ze u zwierzat hydroliza genomowego DNA komorek apoptycznych

ma na celu glownie ochrone organizmu przed stanami zapalnymi, jakie rnoglyby bye efektem

przedostania sie DNA do tkanek nie podlegajacych apoptozie (Nagata i wsp. 2003). Tymczasem u

roslin degradacja DNA i RNA jest najprawdopodobniej zwiazana glownie z redystrybucja

skladnikow budu1cowych wchodzacych w sklad kwasow nukleinowych, takich jak azot i fosfor,

ktorych niedobor jest waznym czynnikiem Iimitujacym 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 sie glownie na

identyfikacji i charakterystyce aktywnosci tych enzymow w roznych tkankach. W wyniku tych

badan zidentyfikowano aktywnosc enzymatyczna, ktora przypisywano bialkom definiowanym

ogolnie jako rodzina nukleazy I (Johnson i Laskowski, 1970). Nukleazy te posiadaly rnase

czasteczkowa w zakresie od 30 do 45 kDa i wykazywaly aktywnosc enzymatyczna indukowana
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jonami Zn2+ oraz niskim pH. Aktywnosc ta prowadzi do wydajnej degradacji jednoniciowego DNA

(ssDNA) oraz RNA, natomiast w znacznie slabszym stopniu skierowana jest przeciwko

niezdenaturowanemu, dwuniciowemu DNA (dsDNA). Jednym z pierwszych poznanych czlonkow

tej rodziny byla nukleaza Mung Bean, kt6ra obecnie jest szeroko stosowana w pracach

biotechnologicznychjako enzym dostepny komercyjnie.

W pozniejszym okresie, rozw6j technik klonowania umozliwil identyfikacje pierwszych

gen6w kodujacych nukleazy, kt6rych wlasciwosci katalityczne odpowiadaly enzymom z rodziny

nukleazy I. Do pierwszych i najlepiej dotychczas poznanych bialek tej klasy nalezy nukleaza ZENl

z Zinnia elegans, kt6ra odpowiedzialna jest za degradacje jadrowego DNA podczas roznicowania

element6w trachealnych (Iti i Fukuda, 2002), nukleaza Ben I z jeczrnienia, wydzielana przez

kom6rki aleuronowe do bielma podczas kielkowania nasion (Aoyagi i wsp. 1998) oraz nukleaza

BFNl z Arabidopsis thaliana, zaangazowana w proces starzenia (Perez-Amador i wsp. 2000).

Poniewaz wszystkie te bialka uczestnicza w procesach nalezacych do roznych form PCD,

powszechnie uwaza sie, ze ich glowna funkcja jest degradacja genomowego DNA. Analiza

sekwencji aminokwasowej tych bialek wykazala natomiast, ze sa one homologami dobrze

poznanych grzybowych nukleaz SI z Aspergilus oryzae i PI z Penicillium citrinum (Desai i

Shankar,2003). Fakt, ze nukleazy PI i SI maja takie same wymagania jonowe i substratowe jak

ich poznane roslinne homologi, utrwalil przekonanie, ze wlasciwosci bialek z rodziny nukleazy I

odzwierciedlaja ich zwiazek filogenetyczny z enzymami grzybowymi (Sugiyama i wsp. 2000).

Jednak badania prowadzone nad aktywnoscia nukleolityczna pojawiajaca sie w czesciach

roslin podlegajacych PCD wykazaly, ze w organach tych opr6cz nukleaz aktywnych w niskim pH i

zaleznych od jon6w Zn2+, obserwuje sie rowniez zlozony profil bardzo aktywnych nukleaz

aktywowanych jonami Ca2+ (Mittler i Lam, 1997; Ito i Fukuda, 2002; Dominguez i Cejudo, 2006).

Co ciekawe nukleazy te, w przeciwienstwie do znanych enzym6w z rodziny SliP 1 podlegaly

inhibicji pod wplywem jon6w cynku i niskiego pH. Obserwacje te sklonily badaczy do postawienia

hipotezy, zgodnie z ktora aktywacja poszczeg61nych nukleaz jest scisle zwiazana ze stanem

fizjologicznym ich srodowiska kom6rkowego. Wiadomo bowiem, ze w jadrze i cytoplazmie

rnlodych oraz dojrzalych kom6rek wartosc pH utrzymuje sie na neutralnym poziomie. W

srodowisku tym utrzymuje sie rowniez bardzo niskie stezenie jon6w Ca2+ i Zn2+. Natomiast

srodowisko wakuoli i apoplastu charakteryzuje sie nizszyrn poziomem pH (ok. 5,5) (Martin i wsp.

1982). Ponadto, poniewaz wakuola bierze udzial w gromadzeniu metali ciezkich, stezenie jon6w

Zn2+ w jej wnetrzu przekracza wartosci typowe dla cytoplazmy. Z tego wzgledu czesto zaklada sie,

ze nukleazy zalezne od Ca2+ przenoszone sa do jadra na wczesnym etapie PCD, gdzie w neutralnym
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pH moga one inicjowac fragmentacje jadrowego DNA. Natomiast w koncowej fazie PCD,

pekniecie tonoplastu uwalnia zawartosc wakuoli, prowadzac do zakwaszenia cytoplazmy oraz do

wzrostu stezenia jon6w Zn2+ (Hara-Nishimura i Hatsugai, 2011). Przyjmuje sie, ze w tych

warunkach aktywacji ulegaja kwasne nukleazy zalezne od jon6w cynku, kt6re efektywnie

kontynuuja dalsza degradacje DNA kom6rkowego (Sugiyama i wsp. 2000).

Pomimo, ze powyzszy model rnoze odnosic sie tylko do niekt6rych przypadk6w PCD, to

stanowi on dobry przyklad obrazujacy zaleznosc porniedzy wymaganiami katalitycznymi danej

nukleazy a jej rola w mechanizmie degradacji DNA. Jednak wazna przeszkoda na drodze do

poznarua funkcji poszczeg61nych nukleaz zaleznych od Ca2+ stanowil brak informacji 0 ich

sekwencjach aminokwasowych. Z tego wzgledu glowny wysilek moich prac wykonanych w

Zakladzie Biologii Molekularnej i Kom6rkowej koncentrowal sie na identyfikacji i charakterystyce

enzym6w tej klasy. Punktem wyjscia dla moich poszukiwan byly eksperymenty, kt6rych celem

bylo dokonanie calosciowego przegladu roznych, roslinnych aktywnosci nukleolitycznych. W

efekcie tych prac zidentyfikowalismy aktywnosc 14 deoksyrybonukleaz ulegajacych ekspresji w

nasionach oraz w roznych organach kalafiora na etapie siewki a takze dojrzalej rosliny (Lesniewicz

i wsp. 2010). Poznanie wyrnagan substratowych, jonowych oraz pH, warunkujacych aktywnosc

enzyrnatyczna tych bialek, pozwolilo nam na ich zaszeregowanie do kilku, roznych grup

katalitycznych. Opr6cz 4 enzym6w zaleznych od Zn2+, wykazujacych aktywnosc typowa dla

nukleazy I, zidentyfikowalismy rowniez piec nukleaz zaleznych od Ca2+ oraz trzy nukleazy

aktywowane przez Ca2+/Mg2+.Ustalilismy rowniez, ze niekt6re z tych nukleaz ulegaja ekspresji w

roznych czesciach roslin i na roznych etapach rozwoju, podczas gdy inne zwiazane byly z

rozwojem tylko niekt6rych organ6w. Zaobserwowalisrny rowniez, ze ekspresja trzech nukleaz

indukowana jest stresem suszy i nadtlenkiem wodoru. Najbardziej zlozony wz6r aktywnosci

DNazowej zidentyfikowalismy w tych czesciach roslin w kt6rych nastepowaly intensywne procesy

redystrybucji skladnikow budulcowych, czyli w liscieniach i starzejacych sie lisciach. Wyniki te

sklonily nas do przypuszczen, ze wysoka roznorodnosc enzym6w odpowiedzialnych za hydrolize

DNA odzwierciedla zlozonosc mechanizm6w molekularnych, kt6re zaangazowane sa w degradacje

rnaterialu genetycznego w roznych tkankach roslin,

Poniewaz sekwencje aminokwasowe roslinnych nukleaz zaleznych od jon6w wapnia

pozostawaly wciaz nieznane a uzyskane przez nas wyniki wskazywaly, ze w procesach

rozwojowych pelnia one r6wnie wazna role jak nukleazy zalezne od jon6w cynku, w dalszej czesci

moich badan skupilem sie na identyfikacji kodujacych je gen6w. W tym celu dokonalem przegladu

bialkowych baz danych Arabidopsis thaliana, koncentrujac sie na identyfikacji bialek
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zawierajacych potencjalne domeny nukleolityczne. Moja uwaga zwrocily dwa bialka posiadajace

konserwatywny motyw wykazujacy hornologie 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 homolog6w

nukleaz SNc ograniczaly sie do jednej pracy typu "short sequence-paper" (Isono i wsp. 2000),

kt6rej autorzy wykazali, ze jedno z dw6ch bialek tej rodziny obecnych u A.thaliana, nazwane CAN

(At3g56170), po nadekspresji w bakteriach wykazuje aktywnosc DNazowa zalezna od Ca2+.W celu

dokonania dokladnej analizy molekularnej i funkcjonalnej obu bialek tej rodziny, nazwanych przeze

mnie CANl (At3g56170) i CAN2 (At2g404l0), sklonowalern kodujace je sekwencje cDNA oraz

poddalem je nadekspresji w protoplastach. Uzyskane w ten spos6b bialka rekombinowane

poddalismy analizie, kt6ra wykazala, ze w neutralnym pH oraz w obecnosci ci+, wykazuja one

wlasciwosci nukleolityczne w stosunku do ssDNA, dsDNA jak rowniez do RNA (Lesniewicz i wsp.

2012). Aktywnosc ta blokowana jest w warunkach niskiego pH a takze w obecnosci jon6w Zn2+.

Ustalilisrny ponadto, ze interesujaca wlasciwoscia domeny SNc nukleaz CAN jest obecnosc w jej

obszarze dodatkowego motywu posiadajacego homologie do domeny, kt6ra u niekt6rych syntetaz

tRNA wiaze antykodonowa petle bakteryjnych czasteczek tRNA. Chociaz obie te domeny maja

pochodzenie bakteryjne to nie wystepuja one razem w tego typu aranzacji u zadnych innych

poznanych dotychczas bialek prokariotycznych oraz eukariotycznych. Poniewaz usuniecie domeny

potencjalnie wiazacej tRNA ograniczalo, lecz nie eliminowalo aktywnosci nukleolitycznej enzymu,

przypuszczamy, ze wzmacnia ona wydajnosc katalityczna nukleaz CAN.

Wykonana przez nas wszechstronna analiza dostepnych wynik6w mikromacierzowych

(Hruz i wsp. 2008) oraz doswiadczenia identyfikujace aktywnosc endogennych form obu nukleaz

wykazaly, ze bialko CANl podlega specyficznej ekspresji podczas dw6ch proces6w rozwojowych

prowadzacych do kontrolowanej smierci kom6rek - ksylogenezy i starzenia. Ponadto, wzrost

poziomu transkrypcji genu kodujacego CAN1 stanowi reakcje na atak patogen6w wirusowych i

bakteryjnych. Natomiast bialko CAN2 w tkankach roslin podlega ekspresji na zasadniczo

niezmiennym poziomie.

Szczeg6lnie interesujacych informacji dostarczyla nam analiza lokalizacji kom6rkowej obu

nukleaz CAN, gdyz wykazala ona, ze oba te bialka w wyniku mirystylacji i palmitylacji

zachodzacej na ich aminowych koncach podlegaja zakotwiczeniu w zewntrznej blonie kom6rkowej.

Nukleazy, kt6re badane byly dotychczas identyfikowano w przedzialach kom6rkowych

zawierajacych kwasy nukleinowe, takich jak jadro oraz plastydy i mitochondria, lub w organellach,

w kt6rych sa one przechowywane przed ostatecznym wykorzystaniem, np. w wakuoli lub w
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lizosomach. Zgodnie z dotychczasowa wiedza, bialka CANl i CAN2 sa jedynymi poznanyrrn

nukleazami roslinnyrni zwiazanyrni z blona komorkowa. Opr6cz 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 enzym6w umozliwiajacych

synteze nukleotyd6w, zrodlem tych skladnikow sa dla nich produkty degradacji kwas6w

nukleinowych zasiedlanego przez nie gospodarza. W celu ich pozyskania bakterie te wykorzystuja

system transporter6w ABC, kt6ry obejmuje miedzy innymi nukleazy polaczone z blona

kornorkowa. Poniewaz sekwencje analizowanych przez nas roslinnych nukleaz CAN takze

zawieraja motyw aminokwasowy homologiczny do niekt6rych skladnikow transporter6w ABC,

przypuszczamy, ze kom6rki roslinne wykorzystuja dodatkowy, niezidentyfikowany dotychczas

mechanizm, kt6ry odpowiedzialny jast za degradacje kwas6w nukleinowych oraz

miedzykornorkowy transport produkt6w tej degradacji.

Chociaz charakterystyka obu bialek CAN w znacznym stopniu przyczynila sie do poznania

neutralnych, roslinnych nukleaz zaleznych od Ca2+, to nie wyjasnia ona do konca pochodzenia

wszystkich aktywnosci tego typu, jakie pojawiaja sie w tkankach roslinnych podlegajacych PCD. Z

tego wzgledu poszukiwania enzym6w nalezacych do tej klasy prowadzilem rowniez wsrod innych

ukladow roslinnych. W wyniku wspolpracy z Zakladem Wirusologii Molekulamej Uniwersytetu

im. A.Mickiewicza, w soku mlecznym Chelidonium majus zidentyfikowalismy wapniowo-zalezna

nukleaze sekrecyjna, kt6rej niska masa czasteczkowa (20kDa) sugeruje, ze nalezy ona do rodziny

innej niz znane nukleazy SNc czy SliP 1 (Nawrot i wsp. 2007). Ponadto, poniewaz niekt6re dane

literaturowe sugerowaly, ze wapniowo-zalezna aktywnosc nukleolityczna moga rowniez

wykazywac niekt6re prokariotyczne i eukariotyczne cyklofiliny zaangazowane w procesy lityczne

(Montague i wsp. 1994), we wspolpracy z Katedra Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu Nauk

Przyrodniczych w Poznaniu analizowalisrny aktywnosc rekombinowanej cyklofiliny z Lubinu

zoltego. Chociaz wyniki tych badan nie wykazaly, by bialko to moglo hydrolizowac kwasy

nukleinowe, to ustalilismy, ze wykazuje ono zdolnosc do wiazania jedno- jak i dwuniciowego DNA

a takze RNA (Nuc i wsp. 2008).

Najwiekszy postep w naszych poszukiwaniach nukleaz aktywowanych jonami Ca2
+ by!

wynikiem badan prowadzonych nad roslinnyrni bialkarni z rodziny SliP 1. Autorzy prac, w kt6rych

zaprezentowano charakterystyke kilku bialek tej rodziny, zwracali uwage, ze wykazuja one

aktywnosc katalityczna analogiczna do ich grzybowych ortolog6w. Uznalem jednak, ze na bazie

tych danych nie mozna formulowac og6lnych wnioskow dotyczacych wymagan katalitycznych

wszystkich roslinnych nukleaz SliP 1, gdyz opublikowane wyniki odnosza sie tylko do
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pojedynczych czlonkow tej rodziny, izolowanych z roznych gatunk6w. Z drugiej strony nalezy

pamietac, ze u tych gatunk6w dla kt6rych poznane zostaly pelne sekwencje gonomowe, geny

kodujace nukleazy SliP 1 wystepuja w postaci rodzin wielogenowych. Ponadto, nalezy miec na

uwadze, ze metody stosowane przez rozne laboratoria do identyfikacji aktywnosci nukleolitycznej,

roznia sie znacznie miedzy soba, eo w konsekwencji moze prowadzic do mylnych uogolnien. Z

tego wzgledu, aby okreslic wymagania katalityczne roslinnych nukleaz S liP I postanowilem zbadac

aktywnosc wszystkich pieciu czlonkow tej rodziny kodowanych przez genom Arabidopsis.

Uznalem bowiem, ze jednoczesna analiza wszystkich paralog6w tej rodziny stanowic bedzie lepsza

podstawe do dalszych wnioskowan niz por6wnywanie pojedynczych ortolog6w z roznych

gatunk6w. W efekcie, wykonane przez nas badania wykazaly, ze poszczeg61ne nukleazy S liP I

reprezentuja zaskakujaco duza roznorodnosc aktywnosci nukleolitycznych (Lesniewicz i wsp.

2013). W rzeczywistosci tylko dwa z pieciu enzym6w tej rodziny posiadaja aktywnosc katalityczna

typowa dla bialek definiowanych jako rodzina nukleazy 1. Opr6cz obu tych, Zn2+-zaleznych nukleaz

(END03 i EDN05), rodzina ta obejmuje rowniez nukleazy, kt6rych aktywnosc indukowana jest

jonami Ca2+lub Mn2+ (ENDOI i END04), a takze nukleaze aktywowana r6wnoczesnym podaniem

jon6w Ca2+ i Zn2+ (END02). Poniewaz nukleazy te roznia sie takze wymaganiami substratowymi

oraz pH, sugeruje to, ze sq one zaangazowane w procesy zachodzace w tkankach, ewentualnie w

przedzialach kom6rkowych, charakteryzujacych Sly znaczna roznorodnoscia warunk6w

fizjologicznych.

Aby zidentyfikowac procesy, w kt6re zaangazowane sa poszczeg61ne nukleazy tej rodziny

dokonalem przegladu dostepnych baz danych mikromacierzowych (Hruz i wsp. 2008). Generalnie,

wyniki te ujawnily, ze ekspresja poszczeg61nych czlonkow tej rodziny jest wysoce specyficzna w

stosunku do okreslonych tkanek, ewentualnie do roznych faz ich rozwoju. Fakty te sugeruja, ze

ewolucja roslinnych nukleaz z rodziny SliP I doprowadzila do zwiekszenia roznorodnosci

katalitycznej tych bialek, a takze do zroznicowania ich specyficznosci tkankowej. Analiza

filogenetyczna wszystkich roslinnych nukleaz S liP I, wykonana w oparciu 0 dostepne dane

genomowe glownych takson6w roslinnych, takze potwierdzila te obserwacje (Lesniewicz i wsp.

2013).

Grzybowa nukleaza PI uwazana jest za modelowy enzym, kt6rego centrum katalityczne

prowadzi hydrolize wiazan fosfodwuestrowych w oparciu 0 kompleks obejmujacy trzy jony Zn2+.

Zgodnie z nasza wiedza, mechanizm tej reakcji badany byl dotychczas wylacznie z uwzglednieniem

udzialu jon6w cynku (Romier i wsp. 1998, Liao i wsp. 2010). Jednak wyniki naszych badan

jednoznacznie wykazaly, ze centra katalityczne niekt6rych roslinnych homolog6w bialka PI,
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wspolpracuja z jonami Ca2+ lub Mn2+, podczas gdy jony Zn2+ sa czynnikiem blokujacym ich

aktywnosc. Odkrycie tej roznorodnosci otwiera nowe perspektywy dla badan, ktorych celem bedzie

poznanie mechanizmu wykorzystywanego przez ten typ enzyrnow do reakcji katalitycznej.

Podsumowujac, badania ktore wykonalem w Zakladzie Biologii Molekularnej

Kornorkowej w znaczacy sposob poszerzyly nasza wiedze na temat roslinnych, degradujacych

nukleaz zaleznych od jonow Ca2+. Wykazalern, ze u roslin w degradacji kwasow nukleinowych

uczestnicza nukleazy wapniowo-zalezne nalezace do dwoch odrebnych rodzin filogenetycznych.

Jedna z nich obejmuje bialka, ktorych domena katalityczna wykazuje podobienstwo do

bakteryjnych nukleaz SNc. Nietypowa lokalizacja komorkowa tych bialek wskazuje na istnienie u

roslin nowego, niescharakteryzowanego dotychczas mechanizmu degradacji DNA i RNA. Druga

grupa degradujacych nukleaz zaleznych od Ca2+ nalezy natomiast do rodziny charakteryzujacej sie

hornologia do grzybowych nukleaz typu SlIPl. Fakt, ze poszczcgolne enzymy tej rodziny,

wykazuja tak duza roznorodnosc wlasciwosci katalitycznych pokazuje, ze moga one bye

zaangazowane w procesach charakteryzujacych sie znacznie wieksza roznorodnoscia warunkow

fizjologicznych, niz przypuszczano dotychczas. Wyniki te rzucaja rowniez nowe swiatlo na

stosowany dotychczas podzial roslinnych nukleaz, ktory oparty byl na mylnym zalozeniu, ze

wlasciwosci katalityczne poszczegolnych nukleaz odzwierciedlaja ich pokrewienstwo

filogenetyczne.

5. Omowienie pozostalych osi~gni~c naukowo - badawczych (artystycznych).

Drugi nurt badan, w ktorym uczestniczylem w okresie po uzyskaniu stopnia doktora,

dotyczyl analizy protoonkogenu cMyc oraz Mono-ADP-rybozylotransferazy PARP10. Badania te

realizowalern we wspolpracy z niemieckim osrodkiem naukowym - Institut fur Biochemie und

Molekularbiologie, Klinikum, RWTH, w Aachen.

Protoonkogn c-Myc jest czynnikiem transkrypcyjnym kontrolujacym rozne aspekty biologii

komorki, takie jak proliferacja, roznicowanie i apoptoza. Zaklocenia w poziomie ekspresji c-Myc

obserwuje sie w wiekszosci przypadkow raka (Luscher i Vervoorts, 2012). Dane, ktore dostepne

byly w okresie gdy podejmowalem wspolprace z osrodkiem niemieckim sugerowaly, ze bialko

cMyc rnoze wykorzystywac rozne mechanizmy za pornoca ktorych wplywa ono na ekspresja genow

docelowych (Luscher i wsp. 2001). Jednak wciaz nie bylo wiadomo, jakie dokladnie czynniki

decyduja 0 czasie i miejscu aktywacji bialka cMyc. W celu rozwiazania tego problemu, podjelismy

starania rnajace na celu identyfikacja bialek oddzialujacych z cMyc. W ich efekcie oczyszczono

kompleks, w ktorym cMyc zwiazany byl z nieznanym dotychczas bialkiem 0 wielkosci 150 kDa,

oznaczonym jako PARPlO. Jak ustalilismy, bialko to posiada dornene homologiczna do polimeraz
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poli(ADP-rybozy). Analiza molekulama wykazala natomiast, ze domena ta ma zdolnosc do ADP-

rybozylacji wlasnej sekwencji aminokwasowej, jak rowniez sekwencji histonow rdzeniowych.

Analiza funkcji bialka PARPIO pokazala, ze wplywa ono na zablokowanie procesu

transformacji nowotworowej fibroblast6w embrionalnych szczura, w kt6rej posredniczy cMyc oraz

ElA. Funkcja ta jest niezalezna od aktywnosci ADP-rybozylotransferazy lecz na jej realizacje ma

wplyw obecnosci funkcjonalnej domeny NES (ang. nuclear export sequence). Podsumowujac,

nasze badania doprowadzily do identyfikacji nowego enzymu PARP, zaangazowanego w kontrole

proliferacji kom6rek (Yu i wsp. 2005).

Podjelisrny rowniez badania nad budowa mysiego locus kodujecego bialko PARP 1O.

Zauwazylismy, ze sekwencja z 3' konca genu ParplO pokrywa sie z 5' koncowa sekwencja genu

plektyny 1, w orientacji glowa-do-ogona, Szczegolowa analiza tego obszaru wykazala, ze dwa

ostatnie egzony genu Parp10 (egzon 10 ill), wykorzystywane S,! rowniez jako 5' koncowy

fragment genu plektyny 1. Chociaz egzony te obejmuja sekwencje kodujaca genu ParplO, to jako

element genu plektyny 1 stanowia one sekwencje niekodujaca, z powodu braku na ich obszarze

kodonu startowego. Odkrycie to oznacza, ze jeden z promotor6w genu plektyny 1 zlokalizowany

jest w bardzo nietypowym obszarze, bo w obrebie 9 intronu genu ParplO (Lesniewicz i wsp. 2005).

ADP-rybozylotransferazy (ART) oraz polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP) katalizuja

odpowiednio mono- i poli-ADP-rybozylacjy bialek. Mechanizm tych reakcji uzalezniony jest od

glutaminianu, zlokalizowanego w konserwatywnej czesci centrum katalitycznego enzymu (Han i

Tainer, 2002). Zauwazylismy jednak, ze PARP 10, w przeciwienstwie do dobrze poznanego bialka

PARPl nie zawiera tego glutaminianu w centrum katalitycznym, a takze, ze bialko to wykazuje

aktywnosc transferazy a nie polimerazy. Pomimo tych roznic PARPIO rowniez modyfikuje kwasne

aminokwasy bialek docelowych. Analiza tego problemu doprowadzila nas do odkrycia

alternatywnego mechaizmu katalitycznego bialka PARP 1O. Mechanizm ten wyjasnia, dlaczego

nowoodkryty enzym PARP 10 nie rnoze funkcjonowac jako polimeraza. Odkrycie to porncglo

rowniez wyjasnic rozne funkcje biologiczne mono- i poli-ADP-rybozylacji bialek w kom6rkach

zwierzat (Kleine i wsp. 2008).

Bibliografia

Aoyagi S., Sugiyama M. and Fukuda H. (1998) BEN 1 and ZEN I cDNAs encoding SI-type DNases that are
associated with programmed cell death in plants. FEBS Lett., 429: 134-8.

Desai, N.A. and Shankar, V. (2003) Single-strand-specific nucleases. FEMS Microbial Rev. 26: 457-91.

Dorninguez F. and Cejudo FJ. (2006).Jdentification of a nuclear-localized nuclease from wheat cells
undergoingprogrammed cell death that is able to trigger DNA fragmentation and apoptotic morphology
on nuclei from human cells. Biochem J., 397:529-36

9



AUTOREFERAT

Guo Y., Cai Z., Gan S. (2004) Transcriptome of Arabidopsis leaf senescence. Plant Cell Environ, 27:521 -
549.

Han S. and Tainer J.A. (2002) The ARTT motif and a unified structural understanding of substrate
recognition in ADP-ribosylating bacterial toxins and eukaryotic ADP-ribosyltransferases. Int J Med
Microbiol., 291 :523-9.

Hruz T., Laule 0., Szabo G., Wessendorp F., Bleuler S., Oertle L., Widmayer P., Gruissem W. and
Zimmermann P. (2008) Genevestigator v3: a reference expression database for the rneta-analysis of
transcriptomes. Adv Bioinformatics.,420747.

Isono K., Satoh K. and Kobayashi H. (2000) Molecular cloning of a cDNA encoding a novel Ca2+ -
dependent nuclease of Arabidopsis that is similar to staphylococcal nuclease. Biochim Biophys Acta,
1491 :267 -72.

Ito J. and Fukuda H. (2002) ZEN I is a key enzyme in the degradation of nuclear DNA during programmed
cell death oftracheary elements. Plant Cell. 14: 3201-11.

Johnson P.H. and Laskowski M. Sr. (1970) Mung bean nuclease I. H. Resistance of double stranded
deoxyribonucleic acid and susceptibility of regions rich in adenosine and thymidine to enzymatic
hydrolysis. J BioI Chem., 245: 891-8.

Lesniewicz K., Karlowski W.M., Pienkowska J.R., Krzywkowski P., Poreba E. (2013) The Plant SI-Like
Nuclease Family Has Evolved A Highly Diverse Range Of Catalytic Capabilities. Plant Cell Physiol. doi:
10.1093/pcp/pct061.

Lesniewicz K., Pienkowska J. and Poreba E. (20 I 0) Characterization of nucleases involved in seedling
development of cauliflower. J Plant Physiol., 167: 1093-100.

Lesniewicz K., Poreba E., Smolarkiewicz M., WolffN., Stanislawski S., Wojtaszek P. (2012) Plant plasma
membrane-bound staphylococcal-like DNases as a novel class of eukaryotic nucleases. BMC Plant Biol.
12: 195.

Li L., Krishnan M., Baseman J.B. and Kannan T.R. (2010) Molecular cloning, expression, and
characterization of a Ca 2+-dependent, membrane-associated nuclease of Mycoplasma genitalium. J
Bacterial, 192:4876- 84.

Liao R.Z., Yu J.G. and Himo F. (2010) Phosphate mono- and diesterase activities of the trinuclear zinc
enzyme nuclease P1--insights from quantum chemical calculations. Inorg Chem. 49: 6883-8.

Luscher B. and Vervoorts J. (2012) Regulation of gene transcription by the oncoprotein MYC. Gene.,
494: 145-160.

Luscher B. (200 I) Function and regulation of the transcription factors of the Myc/MaxlMad network. Gene .,
277:1-14 ..

Martin J.B., Bligny R., Rebeille F., Douce R., Leguay J.J., Mathieu Y. and Guern J.A.P. (1982) Nuclear
Magnetic Resonance Study of Intracellular pH of Plant Cells Cultivated in Liquid Medium. Plant
Physiol., 70: 1156-61.

Mittler R. and Lam E. (1997). Characterization of nuclease activities and DNA fragmentation induced upon
hypersensitive response cell death and mechanical stress. Plant Mol. Biol. 34: 209-221.

Montague J. W., Gaido M. L., Frye C. and Cidlowski J. A. (1994) A calcium-dependent nuclease from
apoptotic rat thymocytes is homologous with cyclophilin. J. Bioi. Chem. 269: 18877-18880.

Nagata S., Nagase H., Kawane K., Mukae N. and Fukuyama H (2003) Degradation of chromosomal DNA
during apoptosis. Cell Death Differ, 10: 108 - 16.

Perez-Amador M.A., Abler M.L., De Rocher E.1., Thompson D.M., van Hoof A., LeBrasseur N.D., Lers A.
and Green, P.1. (2000) Identification of BFNI, a bifunctional nuclease induced during leaf and stem
senescence in Arabidopsis. Plant Physiol. 122: 169-80.

10



AUTOREFERAT

Reape TJ. and McCabe P.F. (2008) Apoptotic-like programmed cell death in plants. New Phytol. I80: 13-26

Romier C., Dominguez R., Lahm A., Dahl O. and Suck D. (1998) Recognition of single-stranded DNA by
nuclease PI: high resolution crystal structures of complexes with substrate analogs. Proteins. 32: 414-24.

Schmidt J.A., Browning G.F. and Markham P.F. (2007) Mycoplasma hyopneumoniae mhp379 is a Ca2
+ -

dependent, sugar-nonspecific exonuclease exposed on the cell surface. J Bacterial, 189:3414 - 24.

Sugiyama M., Ita J., Aoyagi S. and Fukuda H. (2000) Endonucleases. Plant Mol Bio!' 44: 387-97.

Tang J., Zhou R., Shi X., Kang M., Wang H. and Chen H. (2008) Two thermostable nucleases coexisted in
Staphylococcus aureus, evidence from mutagenesis and in vitro expression. FEMS Microbial Lett,
284: 176 - 83.

Thomas H., Ougham HJ., Wagstaff C. and Stead A.D. (2003) Defining senescence and death. J Exp Bot,
54:1127-32.

van Doom W.G. (201 I) Classes of programmed cell death in plants, compared to those in animals. J Exp
Bot., 62:4749-61.

Poznan 5 maja 2013 r.
tvtlt:~ <--<~'-

dr Krzysztof Lesniewicz

11


