Streszczenie rozprawy doktorskiej pt.: ,,Fosfodiesterazy u roslin wyzszych —
brakujace ogniwo w transdukcji sygnahlu cyklicznych nukleotydow”

Transdukcja sygnatu jest procesem, w ktorym bodzce chemiczne badz fizyczne
docierajace do komorki sg rejestrowane przez wyspecjalizowane sensory i przenoszone przez
btong komoérkowa na cytoplazmatyczne elementy uktadu efektorowego. Wigzanie
zewnatrzkomoérkowego liganda z receptorem wywotuje kaskade zdarzeh o naturze
biochemicznej 1 genetycznej, prowadzace do swoistej odpowiedzi fizjologicznej. Proces
przekazywania informacji zawartej w bodzcu uruchamia szereg czastek sygnalnych. Cykliczne
nukleotydy (cNMP) zaliczane do wtornych przekaznikéw informacji, sa jednymi z nich.
Pojawiajac si¢ w odpowiedzi na aktywacj¢ receptora, petnig kluczowe role w wielu procesach
fizjologicznych 1 rozwojowych zaré6wno u prokariontéw i1 eukariontow. Przez wiele lat
transdukcja sygnatu z udziatem cNMP u roslin budzita kontrowersje, gtéwnie przez techniczny
brak mozliwosci ich oznaczenia w komdrkach roslinnych. Wraz z odkryciem technik takich jak
LC-MS/MS, pozwalajacych oznaczaé st¢zenia substancji na poziomie $ladowym, pozycja
cNMP, jako wtérnego przekaznika u roslin zostala ustabilizowana, a enzymy odpowiedzialne
za ich syntez¢ zaczety by¢ odkrywane. Jednakze wcigz niewiele byto wiadomo o enzymach
odpowiedzialnych za degradacje cNMP u roslin wyzszych - fosfodiesterazach (PDE). Biorac
pod uwage fakt, ze zakonczenie sygnalizacji z udziatem cNMP mozliwe jest tylko przez
dziatanie PDE, postawitem hipoteze, ze u roslin sg obecne PDE, a trudno$¢ w ich odkryciu

zwigzana jest z odmienng budowg niz ta poznana dla PDE zwierzgcych.

W oparciu o analiz¢ sekwencji i wlasciwos$ci strukturalnych centréw katalitycznych
fosfodiesteraz pochodzacych z réznych organizméw, opracowalem unikalng, uniwersalna,
sekwencje aminokwasowa, pozwalajaca identyfikowaé roslinne PDE, oparta o kluczowe
aminokwasy zaangazowane w wigzanie oraz hydroliz¢ ligandu, co pozwolilo na odkrycie ponad
30 PDE w proteomie ro$liny modelowej Arabidopsis thaliana. Zastosowanie technik
wizualizacji struktury biatek 1 symulacji dokowania ligandu pozwolilo na stwierdzenie, ze
roslinne PDE nie sg pojedynczymi enzymami, a domenami wchodzacymi w sktad wigkszych,
wielofunkcyjnych biatek. Poprzez analiz¢ struktury ortologdéw PDE ro6znych gatunkow roélin,
w ktorych nie wystgpowal pierwotny motyw PDE oraz zastosowanie narz¢dzia mutagenezy
dokonantem modyfikacji motywu, dodajgc nowe, unikalne, aminokwasy zaangazowane w
aktywnos$¢ katalityczng PDE. Powstate w ten sposéb narzedzie znaczaco zwigkszyto ilos¢

odkrytych PDE w ro$linach wyzszych. Przeprowadzone badania biochemiczne in vitro z



wykorzystaniem systemu detekcji LC-MS/MS potwierdzily prawdziwos¢ motywow PDE,
poniewaz obydwa bialka, ktore zostaty poddane testom wykazywaty aktywnos¢ hydrolityczng
wzgledem cyklicznych nukleotydow cAMP oraz cGMP.

Podsumowujac, otrzymane wyniki, w ktorych zastosowano tandemowe podejscie
motyw-dokowanie molekularne doprowadzily do znacznego poszerzenia naszej wiedzy o
roslinnych PDE. Analiza poszczegdlnych kandydatow pokazuje, ze roslinne PDE w
odroznieniu do zwierzgcych ortologéw nie sg pojedynczymi biatkami, lecz sg matymi
domenami osadzonymi w strukturze wigkszych biatek. Takie rozmieszczenie enzymoéw
odpowiedzialnych za metabolizm cNMP rzuca nowe $wiatlo na odmienng ewolucje
metabolizmu cNMP u ro§lin, co w przysztosci bezposrednio przyczyni si¢ do lepszego poznania

procesow, w ktorych zaangazowane sg te wtorne przekazniki.
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