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Intensywne badania mechanizméw pozwalajacych organizmom zywym minimalizowa¢ skutki
promieniowania ultrafioletowego (UV) rozpoczgly si¢ w latach 70-tych ubieglego wicku, gdy
zaobserwowano zmniejszanie si¢ warstwy ozonowej. Zjawisko to, zwigzane z dziatalno$cig czlowieka,
prowadzi do zwigkszenia ilosci UVB docierajacego do powierzchni Ziemi. Stanowi to zagrozenie zarowno
dla ludzi, u ktérych podniesiony poziom UVB moze powodowac zwigkszone ryzyko zachorowania na
nowotwory skory, jak i dla rolin, czego najbardziej odczuwalnym efektem jest obnizenie plonow. Zywe
organizmy wytworzyly dwa gléwne sposoby radzenia sobie z promieniowaniem UVB. Pierwszy z nich to
produkcja pochlaniajacych je zwiazkow, ktore dziataja jak naturalne kremy z filtrem minimalizujac ilo$¢
promieniowania docierajagcego do wnetrza komorki. Drugi, to jak najszybsza naprawa tych uszkodzen,
ktérych nie udato si¢ unikng¢. Szkodliwe dziatanie UVB zwigzane jest m.in. z powstawaniem dimeréw
pirymidynowych w wyniku wytworzenia trwatego wigzania pomigdzy dwiema sgsiadujacymi zasadami
budujacymi DNA. Obecno$¢ takich dimeréw uniemozliwia ,,odczytywanie” i ,przepisywanie” informacji
genetycznej. Jezeli takich uszkodzen jest wiele i nie zostang naprawione, moze dojs¢ do $mierci komorki.
Naprawa dimerow pirymidynowych u czlowieka jest skomplikowanym i wieloetapowym procesem.
Natomiast wiele innych organizméw, w tym rosliny, posiada wyspecjalizowane enzymy, nazywane
fotoliazami. Wykorzystuja one energi¢ Swietlng (w zakresie $wiatla niebieskiego i UVA) do szybkiego,
wydajnego i prostego odwrocenia reakcji, w wyniku ktérej powstat dimer. Przeprowadzana przez fotoliazy
naprawa DNA, czyli tzw. fotoreaktywacja jest dobrze poznana na poziomie molekularnym. Jednak dane na
temat dziatania roslinnych fotoliaz w zywych organizmach (in vivo) sa wciaz skape. Co ciekawe, w toku
ewolucji fotoliazy daty poczatek kryptochromom, obecnym u roslin i zwierzat fotoreceptorom $wiatta
niebieskiego, kontrolujacym rytm okotodobowy, a u ptakoéw magnetorecepcje. Zamiana pojedynczego
aminokwasu moze nadawa¢ kryptochromom aktywnos$¢ fotoliazy, co wskazuje na bliskie powigzanie obu
funkgji: fotoreceptorowej i naprawczej, w tego typu biatkach.

Ostatnimi laty prosty model: jeden gen - jedno biatko - jedna funkcja staje si¢ nieaktualny. W swietle
najnowszych badan wiadomo, ze istnieje wiele mechanizmow regulacji aktywnosci i roli biologicznej biatek.
Przyktadem jest alternatywne sktadanie genow, dzigki ktoremu z jednego genu moze powstaé kilka
roznigcych si¢ od siebie I petnigcych rézne funkcje biatek. Inne modyfikacje to fosforylacja, czyli
przytaczanie reszt fosforanowych do bialek i sumoilacja, ktora polega na wigzaniu do nich malego biatka
SUMO. W konsekwencji moze ulec zmianie stabilno$¢, lokalizacja wewnatrzkomérkowa czy oddziatywania
biatek. Wszystkie te modyfikacje sa istotne dla naprawy DNA w komorkach zwierzecych, a ich zaburzenia
skutkuja powstaniem kilku typéw nowotworow.

Celem projektu jest charakterystyka trzech genoéw rosliny modelowej, rzodkiewnika pospolitego
(Arabidopsis thaliana), bliskiego krewnego wielu roslin uprawnych, m.in. niezbednej w polskiej kuchni
kapusty. Badania obejmg znang fotoliaze AtUVR3 oraz dwa biatka o potencjalnej aktywnosci fotoliazowej:
AtPHR2 i At4g25290, ktore dotychczas nie zostaly opisane. Prowadzone przez nas badania pokazaty, ze
wszystkie trzy biatka wystepuja w chloroplastach, a AtUVR3 obecny jest takze w jadrze i mitochondriach.
Fotoliaza AtUVR3 moze wi¢c odpowiadaé za naprawe dimeréw pirymidynowych we wszystkich
przedziatach komoérki zawierajacych DNA. ZaobserwowaliSmy takze zaskakujacy fenotyp mutanta
rzodkiewnika pozbawionego biatka AtPHR2. Jego siewki majg albinotyczne liscienie z chloroplastami o
zaburzonej budowie wewngtrznej. Wtlasciwe liScie sg jasnozielone, o mocno powcinanych brzegach, a
rosliny charakteryzuje wolniejszy wzrost i tworzenie dodatkowych rozetek liSciowych na pedach
kwiatowych. Analiza sekwencji aminokwasowej At4g25290 wykazala, ze poza domena fotoliazowa biatko
to ma réwniez domeng¢ hydrolazowa, ktéra odpowiada za rozktad wigzan chemicznych z udzialem czasteczki
wody. Hydrolaza ta wykazuje homologi¢ do feofitynazy, enzymu przeprowadzajacego degradacje zielonego
barwnika obecnego w chloroplastach, chlorofilu. Wynikiem dziatania feofitynaz jest zotknigcie lisci jesienig
lub w czasie starzenia si¢ roslin. Podobny efekt wywotuje UVB.

Czy AtPHR2 jest nieznanym dotad biatkiem, kontrolujacym rozwdj chloroplastow, zielenienie
kielkujacych siewek i wzrost roslin? Swiatto niebieskie wplywa na wzrost i rozwoj roélin dzialajac przez
fotoreceptory. Czy AtPHR2 jest wigc takim niezidentyfikowanym dotad fotoreceptorem $wiatta obecnym w
chloroplastach? Jakie reakcje moze kontrolowac? Czy At4g25290 bierze udziat jednoczesnie w naprawie
DNA i degradacji chlorofilu? Co majg te procesy ze soba wspolnego? W jaki sposoéb regulowane jest
rozmieszczenie AtUVR3 w réznych przedziatach komorkowych? Jak badane przez nas fotoliazy wptywaja
na odpowiedz roslin na warunki stresowe takie jak zasolenie, susza czy wysoka temperatura? Miedzy innymi
na te pytania odpowiemy w ramach projektu. Polagczymy w nim metody molekularne, biochemiczne i
mikroskopowe, aby zbudowa¢ pelny obraz dziatania fotoliaz w komorce roslinne;.



